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Resumen 
El desarrollo del grano de polen es un proceso estrictamente regulado a nivel génico 
que conduce a la formación de un organismo haploide, el gametofito masculino o 
grano de polen, cuyas células poseen una alta especialización, necesaria para su 
importante función en la germinación del tubo polínico y doble fecundación de las 
plantas con flores. Mediante la aplicación de un tratamiento de estrés in vitro en la 
etapa adecuada del desarrollo, concretamente en la fase de microspora vacuolada, la 
microspora puede desviar su ruta de desarrollo gametofítico hacia una ruta 
embriogénica con la formación de un embrión haploide, proceso conocido como 
embriogénesis del polen, que representa una importante herramienta biotecnológica 
en mejora vegetal para la obtención rápida de plantas doble haploides, líneas 
isogénicas y nuevas variedades. Este proceso se ha puesto a punto en numerosas 
especies, sin embargo, su rendimiento es muy bajo en algunas plantas de interés 
económico, ya que todavía son poco conocidos los mecanismos celulares y 
moleculares que intervienen en el cambio de programa de desarrollo. El desarrollo 
esporofítico y gametofítico del polen en la antera está asociado al correcto desarrollo 
del tapetum o tejido nutricio de la antera, que una vez finalizada su función sufre una 
degeneración mediante muerte celular programada (MCP). 
 
En esta Tesis se plantea el estudio de diferentes aspectos de la fisiología del 
proceso de embriogénesis del polen en comparación con el desarrollo gametofítico 
del polen, con el objetivo de comprender los mecanismos que controlan la 
reprogramación celular, la adquisición de competencia embriogénica y la identidad 
celular mediante tratamientos de estrés, centrándose el estudio en la identificación de 
marcadores de embriogénesis, la dinámica de la pared celular, la metilación del DNA 
y los sucesos de muerte celular programada (MCP). Por otro lado, debido a la 
importancia de la MCP y la metilación del DNA durante la reprogramación a 
embriogénesis inducida por estrés, se plantea también el estudio de la dinámica de 
estos dos procesos durante la diferenciación del polen in vivo, especialmente, durante 
el desarrollo y MCP del tapetum. 
 
Resumen 
El material empleado para este estudio han sido diferentes sistemas vegetales, en 
función de los objetivos perseguidos en cada caso. Así, por un lado, se han utilizado 
especies herbáceas, modelos del proceso, en las cuales se han establecido eficientes 
sistemas de cultivo in vitro como Brassica napus y Nicotiana tabacum, y por otro lado, un 
árbol frutal, Olea europaea, con un mayor interés aplicado, en el que los sistemas de 
cultivo in vitro, están todavía en desarrollo. La comparación entre especies modelo y 
árboles, puede ser muy útil en el desarrollo y mejora de nuevos sistemas in vitro, por 
extensión de conocimientos entre especies. 
 
El abordaje experimental ha consistido en el desarrollo de cultivos in vitro de 
microsporas aisladas y el empleo de diversas técnicas: a)citoquímicas para la 
detección in situ de diferentes componentes celulares (Calcofluor White para celulosa, 
I2KI para almidón y Azul de Evans para detección de muerte celular), 
b)inmunocitoquímicas con anticuerpos específicos que reconocen pectinas con 
diferente grado de esterificación (Jim7 y Jim), RNA total (anti-RNA), citosinas 
metiladas (anti-5mdC) y MCP (caspasa 3), c)ensayos inmunoquímicos de “Dot blot” 
y ”Western blot”, d)ensayos de actividad enzimática, e)estudios de expresión 
mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) y PCR semicuantitativa, 
f)electroforesis capilar de alta resolución (HPCE) para cuantificar el grado de 
metilación global del DNA y g)herramientas de transformación transitoria con GFP. 
Para ello, se emplearon diferentes métodos de procesamiento de muestras, los cuales 
fueron adaptados para el material objeto de estudio en cada momento. 
 
Después del tratamiento de estrés inductor de la embriogénesis, las microsporas que 
reprograman su ruta abandonan su programa de desarrollo y adquieren competencia 
embriogénica, sin embargo, aquellas otras que no son capaces de reprogramarse hacia 
embriogénesis, se paran y mueren. En esta Tesis, se ha optimizado el sistema de 
cultivo in vitro de microsporas aisladas de Brassica napus para una mayor eficiencia 
de inducción a embriogénesis mediante estrés a 32ºC, junto con el desarrollo de una 
metodología óptima para la germinación de embriones y su conversión a plantas 
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adultas. Al mismo tiempo, se ha desarrollado un nuevo sistema de cultivo in vitro en 
Brassica napus para la inducción eficiente de la embriogénesis a 18ºC, sistema en el que 
la microspora sigue dos rutas de desarrollo embriogénico diferentes y permitirá 
abordar el desarrollo de estudios comparativos entre ellas. 
 
Se han estudiado otras posibles respuestas al tratamiento de estrés inductor de 
las microsporas que no reprograman su ruta de desarrollo hacia embriogénesis, 
mediante el análisis de los niveles de muerte celular y marcadores de MCP durante 
las primeras etapas del cultivo embriogénico, identificándose por primera vez la 
localización y actividad enzimática tipo caspasa. Los resultados muestran que las 
primeras etapas del cultivo se caracterizan por elevados niveles de muerte celular e 
indican que algunas de las células que no responden al tratamiento de estrés inductor 
de embriogénesis, siguen una ruta dependiente de “actividad caspasa 3 like”, 
sugiriendo que parte de los elevados niveles de muerte celular detectados en las 
primeras etapas del cultivo, podrían deberse a procesos de muerte celular 
programada (MCP), posiblemente desencadenados por el tratamiento de estrés. La 
identificación de rutas de muerte celular programada como respuesta al tratamiento 
de estrés en cultivos de polen, serán de gran ayuda en el diseño de estrategias in vitro 
que puedan bloquear la MCP y que aumenten la viabilidad y la inducción de 
embriogénesis.  
 
Se han establecido marcadores moleculares y celulares que cambian con la 
identidad celular y diferencian las células reprogramadas a embriogénesis en las 
primeras etapas del proceso, como son: la organización estructural idéntica de los 
núcleos, la tabicación citoplásmica, la ausencia de almidón y la diferente composición 
de pectinas y celulosa de la pared celular. 
Los marcadores identificados son comunes para olivo y colza, sugiriendo que los 
mecanismos implicados en la reprogramación a embriogénesis son análogos en 
ambas especies pudiendo ser empleados como herramientas para la monitorización 
de procesos metabólicos implicados en la reprogramación y para la identificación de 
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células destinadas al programa de desarrollo embriogénico frente a aquellas otras 
células que no responden al tratamiento inductor. 
 
Las pectinas son un componente principal de las paredes celulares, su modificación 
por la enzima pectinmetilesterasa (PME) actúa regulando la estructura y la rigidez de 
la pared celular. En este trabajo, se ha analizado la dinámica de la esterificación de 
pectinas y el patrón de expresión de la BnPME durante los dos programas de 
desarrollo del polen, el desarrollo gametofítico y la embriogénesis de polen inducida 
mediante tratamientos de estrés. Los resultados obtenidos indican que las pectinas 
esterificadas y no esterificadas tienen patrones de distribución opuestos durante los 
dos programas de desarrollo, en relación a los procesos de proliferación y 
diferenciación. Así, el polen maduro y las etapas más avanzadas del desarrollo 
embriogénico, con una mayor diferenciación celular, se caracterizan por elevados 
niveles de pectinas desmetilesterificadas, así como de una alta expresión de BnPME; 
mientras que las microsporas inmaduras y las primeras fases de embriogénesis, 
asociadas con procesos de proliferación, presentan una mayor proporción de 
pectinas altamente esterificadas y una expresión baja de BnPME. En base a estos 
resultados, los altos niveles de pectinas no esterificadas pueden ser considerados 
como marcadores del desarrollo gametofítico, mientras que la presencia de pectinas 
esterificadas pueden emplearse como un marcador del desarrollo embriogénico del 
polen, permitiendo la identificación de las microsporas inducidas y los primeros 
proembriones. 
 
El análisis de localización in vivo de la proteína de fusión GFP-PME en el 
microscopio confocal en hojas de tabaco transformadas transitoriamente, indica que 
la proteína PME es dirigida a las paredes celulares diferenciadas de las células 
epidérmicas y del mesófilo, donde presumiblemente realiza su actividad enzimática 
sobre las pectinas in muro. 
 
Resumen 
Los mecanismos que subyacen a la reprogramación nuclear, implican cambios en la 
estructura de la cromatina y la expresión génica de todo el genoma. Los cambios 
epigenéticos o modificaciones covalentes de los constituyentes de la cromatina, como 
la metilación del DNA, modulan la conformación de la cromatina y por tanto son un 
factor clave de regulación de estos cambios y como consecuencia, de la actividad 
génica. En este trabajo se ha analizado los niveles y dinámica de metilación del 
DNA durante el desarrollo y embriogénesis del polen. 
Se ha puesto a punto el ensayo para cuantificar el nivel de metilación de DNA 
genómico mediante electroforesis capilar de alta resolución (HPCE) en anteras y 
microsporas aisladas en diversas etapas del desarrollo gametofítico del polen y del 
cultivo embriogénico. Los resultados indican cambios en la metilación del DNA y en 
la arquitectura nuclear durante la diferenciación, proliferación y MCP. Así, durante el 
proceso de maduración del polen y MCP del tapetum, se produce un aumento del 
nivel de metilación, asociado a la heterocromatinización que tiene lugar durante estos 
procesos. Sin embargo, tras la reprogramación a embriogénesis de las microsporas, 
los niveles de metilación disminuyen, en relación al proceso de proliferación que se 
inicia como consecuencia del cambio de programa de desarrollo. En etapas 
posteriores del proceso de embriogénesis, se aprecia un incremento en los niveles de 
metilación de DNA, asociado a la diferenciación que tiene lugar en las etapas 
avanzadas del desarrollo embriogénico. Además, los resultados obtenidos muestran 
cambios específicos en los patrones de distribución nuclear de la 5-metil-
deoxicitidina (5mdC), durante los programas de desarrollo estudiados, en relación a 
los patrones de condensación cromatínica. 
 
En este trabajo también se ha analizado la expresión del gen de la enzima DNA 
metiltransferasa 1, NtMET1, principal responsable de la metilación del DNA, en 
etapas específicas de los cultivos embriogénicos, del desarrollo del polen y de la MCP 
del tapetum. Los resultados muestran que la expresión de NtMET-1 está regulada 
durante el desarrollo gametofítico y la embriogénesis del polen; los cambios de nivel 
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de expresión están asociados a las variaciones de metilación global del DNA que 
suceden con el cambio de programa de desarrollo y a procesos de diferenciación y 
proliferación, aumentando su expresión en fases de alto grado de metilación y 
disminuyendo cuando la metilación global del DNA es baja. 
 
Durante la microsporogénesis y desarrollo in vivo del polen, el tapetum, tejido nutricio 
de la antera, tiene una función fundamental y una vez terminada inicia un proceso de 
degradación mediante MCP. En este trabajo, se han analizado los cambios en núcleo 
y citoplasma para la caracterización de la MCP y la identificación de 
marcadores de apoptosis en el tapetum. Los resultados muestran por primera vez, 
la localización y determinación de actividad enzimática de proteínas tipo caspasa 3 en 
el tapetum, indicando que las células del tapetum sufren un proceso de MCP a través 
de una ruta dependiente de proteínas tipo caspasa 3. El proceso se caracteriza por 
una progresiva condensación cromatínica, lobulación nuclear, contracción 
citoplásmica y cambios en la distribución de RNA y segregación de 
ribonucleoproteínas (RNPs), características propias de los procesos de apoptosis de 
células animales. 
También se ha analizado la metilación del DNA durante el desarrollo y MCP del 
tapetum, observándose un incremento de los niveles de metilación global del DNA 
y un cambio en el patrón de distribución de 5mdC, desde pequeños spots en etapas 
metabólicamente activas hasta su concentración en grandes masas de cromatina 
condensada en MCP avanzada. El análisis de expresión de NtMET1 indica un 
incremento de la expresión durante el desarrollo y MCP del tapetum.  
 
En este trabajo se han estudiado los niveles y distribución de marcadores 
nucleares específicos implicados en la síntesis, procesamiento y degradación 
de RNA durante la diferenciación in vivo del polen y MCP del tapetum. Se ha 
analizado la distribución de híbridos DNA:RNA, CstF (“cleavage stimulation 
factor”), RNAs poliadenilados y RNasa A. Los resultados obtenidos, muestran que 
durante la diferenciación del polen in vivo tiene lugar una remodelación del dominio 
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intercromatínico que conlleva una disminución gradual de la actividad 
transcripcional. El incremento de los niveles de metilación detectados en estos 
procesos aparecen asociados a esta disminución de la actividad transcripcional. 
Durante el desarrollo y MCP del tapetum, nuestros resultados aportan nuevos datos 
sobre la organización estructural y funcional del núcleo. La disminución de híbridos 
DNA:RNA, transcritos poliadenilados y de los factores de splicing como CstF en 
comparación con células transcripcionalmente activas, indican una disminución de la 
actividad transcripcional asociado al proceso de MCP, al mismo tiempo que sugieren 
la participación de la enzima RNasa A en la degradación de RNA en etapas 
tempranas de la MCP del tapetum apoyando la idea de que durante el desarrollo y 
MCP del tapetum se produce una disminución de la síntesis y procesamiento de 
RNAm, acompañado de un proceso de degradación masiva de RNA. 
 
Los resultados obtenidos en esta Memoria Doctoral aportan una información clave 
sobre la fisiología de la reprogramación celular y la adquisición de competencia 
embriogénica, procesos de gran interés básico y que además podrán ser empleados en 
el diseño y optimización de nuevos sistemas in vitro con mayor eficiencia, además de 
establecer las bases para el diseño de estrategias de transformación. 
 
Abreviaturas 
AFS: Automatic Freeze-substitution System (Sistema de criosustitución automático) 
AU: acetato de uranilo 
BFB: Azul de bromofenol 
BSA: Bovine Serum Albumin (Albúmina de suero bovino) 
CF: Contraste de fase 
CP: citrato de plomo 
CW: Calcofluor White  
DNA: Ácido desoxirribonucleico 
DNAc: Ácido desoxirribonucleico complementario 
D.O: Densidad óptica 
DAPI: 4',6-diaminido-2-fenilindol diacetato 
DEPC: Dietilpirocarbonato  
dH2O: Agua destilada 
DIC: Contraste diferencial  
Dig: Digoxigenina 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
dNTP: Desoxinucleótidos 
DTT: 1,4-ditiotreitol 
CstF: “Cleavage stimulation transcription factor” (Factor estimulante del corte). 
EDTA: Sal sódica del ácido etilendiaminotetraacético 
EtOH: Etanol 
FCS: Fetal Calf Serum (Suero bovino fetal) 
FISH: Fluorescence In situ Hybridization (Hibridación in situ con fluorescencia) 
HPCE: Electroforesis capilar de lata resolución 
I2KI: Yodo/yoduro potásico  
IPTG: 1-isopropil-b-D-1-tiogalactopiranósido 
l: Litro 
LB: Medio de cultivo de Luria-Bertani 
M: Molar (Moles/l) 
MA: Metilación-acetilación 
MCP: muerte celular programada 
MET1: DNA metiltransferasa 1 
MES: “2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid” 
5mdC: 5 metildeoxicitidina. 
min.: Minuto/s 
mg: Miligramos 
ml: Mililitro 
mm: Milimetros 
mM: Milimolar 
MS: Medio de cultivo Murashige y Skoog 
msp: Microspora 
MV: microspora vacuolada 
µm: Micrómetro 
nm: Nanómetro 
OCT: (Optimal Cutting Temperature)  
Abreviaturas 
PA: pared antera 
PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis (Electroforesis en gel de poliacrilamida) 
PBS: Phosphate buffered saline (Tampón fosfato salino) 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PM: polen maduro 
PME: Pectinmetilesterasa 
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PVC: Policloruro de vinilo 
PVDF: difluoruro de polivinilo 
RNA: Ácido ribonucleico 
RNAasa: Ribonucleasa 
RNAm: Ácido ribonucleico mensajero 
RNAhn: Ácido ribonucleico heterogéneo nuclear 
RNP: Ribonucleoproteína 
SDS: Docecil sulfato sódico 
Seg: Segundo/s 
snRNP: Small nuclear RNP (pequeña ribonucleoproteína nuclear) 
SSC: Citrato sódico 0.06 M, pH 7.0, y  0,6 M NaCl 
Tap: Tapetum 
TBS: Tris HCl 20 mM pH 7.8, NaCl 0.18 M 
TCA: Ácido tricloroacético 
TEMED: N,N,N´,N´-tetrametil-etilendiamina 
Tris: Trihidroximetilaminometano 
T.a.: Temperatura ambiente 
UV: Ultravioleta 
Vol.: Volumen 
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1.1 EL GRANO DE POLEN 
1.1.1 Fertilización en Angiospermas  
En el ciclo de vida de las angiospermas hay una alternancia entre una generación 
dominante diploide (esporofito) y una generación haploide (gametofito)(Ma and 
Sundaresan 2010) (Fig. 1.1). 
 
Figura 1.1. Fertilización de angiospermas. 
 
La generación esporofítica es la planta adulta desarrollada a partir de la 
germinación de la semilla, cuya función es la producción de esporas. La espora 
madre, entra en meiosis y produce 4 esporas hijas, que por división mitótica darán 
lugar a la otra generación: el gametofito.  
 
Figura 1.2. Formación de los gametos masculino y femenino. 
 
Las plantas con flores tienen dos tipos de gametofitos. El gametofito masculino es el 
grano de polen que da lugar a los gametos masculinos o células espermáticas. En el 
interior de los sacos polínicos de las anteras se encuentran las células madres de las 
microsporas, con una dotación genética diploide (2n), que al dividirse por meiosis 
forman una tétrada, conjunto de cuatro microsporas haploides (n) que darán lugar a 
los granos de polen (Fig. 1.2). El gametofito femenino es el saco embrionario que 
contiene la ovocélula u óvulo localizado dentro del ovario. La célula madre de la 
megaspora, diploide (2n), sufre la meiosis originando cuatro megasporas haploides 
(n), tres de las cuales degeneran y la restante sufre varias mitosis sucesivas hasta 
formar un saco embrionario con 7 células: la ovocélula o gameto femenino, dos 
sinérgidas que flanquean a la ovocélula, localizadas en el micrópilo al final del saco 
embrionario, tres antípodas localizadas en el lado opuesto, y la célula central con dos 
núcleos polares (Maheshwari and Johri 1950, Maheshwari 1963, Willemse 1984) (Fig. 
1.2). 
Introducción 
4 
Cuando el proceso de polinización se ha completado, el grano de polen llega al 
estigma y germina desarrollando el tubo polínico, que crece a través del estilo, 
dirigiéndose a los óvulos (Ma and Sundaresan 2010). En este momento, en especies 
con grano de polen bicelular, la célula generativa del grano de polen se divide en las 
dos células espermáticas contenidas en el grano de polen, mientras que en especies 
con polen tricelular, la división de la célula generativa se produce antes de la emisión 
del tubo polínico. En cualquier caso, las células espermáticas viajan a lo largo del 
tubo polínico hasta alcanzar el gameto femenino. Una vez que la punta del tubo 
polínico llega al micrópilo del saco embrionario, el tubo crece hacía el interior del 
saco embrionario a través de una de las sinérgidas que flanquean la ovocélula, 
descargando allí su contenido: un núcleo espermático o gameto masculino (n) se 
fusiona con la ovocélula (n) produciendo el cigoto (2n) que desarrollará la próxima 
generación esporofítica, formando un embrión. El segundo núcleo espermático o 
gameto masculino (n) se fusiona con los dos núcleos polares (n) de la célula central 
del saco embrionario, produciendo el tejido nutritivo triploide (3n), denominado 
endospermo, que actúa como tejido de reserva para el crecimiento y desarrollo del 
embrión (Dumas and Rogowsky 2008, Sabelli and Larkins 2009) (Fig. 1.3). 
A este proceso se le denomina doble fertilización, aunque la verdadera fertilización es 
la unión de la célula huevo con una de las células espermáticas.  
 
Tras la fecundación de la célula huevo, comienza la fase esporofítica con la 
formación de un embrión diploide que se desarrolla en el interior del saco 
embrionario.  
 
Figura 1.3. Doble fecundación en angiospermas. 
 
La fertilización provoca que los integumentos del óvulo formen una cubierta, 
normalmente de consistencia dura y resistente, que será la cubierta de la semilla. Por 
otro lado, el ovario maduro se diferencia en un fruto protector alrededor de la 
semilla, que facilitará la dispersión de la misma (Miernyk et al. 2011) (Fig. 1.4).  
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El endospermo presente durante todo el proceso, proporciona nutrientes para el 
desarrollo del embrión y la germinación de la semilla. 
Al finalizar el desarrollo del embrión o embriogénesis se forma el embrión maduro, 
que puede ser considerado una planta en miniatura en estado de vida latente, ya que 
tiene representados los tres órganos de una planta adulta: la radícula o raíz 
embrionaria, el hipocótilo o tallo y los cotiledones o primeras hojas (Fig. 1.4). 
 
 
Figura 1.4. Embriogénesis cigótica en angiospermas dicotiledóneas. 
Con las condiciones favorables, se produce la germinación de la semilla que dará 
lugar a la formación de la nueva planta en la que se repetirá de nuevo todo el 
proceso. 
 
1.1.2 Desarrollo del grano de polen in vivo 
1.1.2.1 Aparato reproductor masculino en angiospermas. 
El androceo o aparato reproductor masculino está formado por los estambres, que se 
componen del filamento y la antera. El filamento es la parte estéril del estambre, que 
transmite agua y nutrientes a la antera y la posiciona para ayudar a la dispersión del 
polen. La antera es la parte fértil, constituida generalmente por dos partes simétricas 
llamadas tecas (aunque puede tener 1, 2 ó incluso 3 tecas) unidas por el tejido 
conectivo, zona de tejido estéril, que es la prolongación del filamento. Cada teca 
posee dos cavidades que se llaman sacos polínicos o microsporangios, donde se 
forman los granos de polen, que constituyen el gametofito masculino (Fig. 1.5). 
 
 
Figura 1.5. Aparato masculino en angiospermas (Stanley and Linskens, 1974). 
Al inicio del desarrollo, las células del primordio de la antera se dividen y se 
diferencian para formar varios tipos celulares (Ma 2005, Wilson and Zhang 2009). 
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En el estadio I se forma el primordio de la antera a partir del meristemo floral (Fig. 
1.6). Las divisiones celulares dan lugar a la formación de 3 capas celulares. En el 
estadio II las células de la segunda capa, aumentan su tamaño y se convierten en 
células arquesporiales, que tras experimentar una serie de divisiones periclinales, en el 
estadio III origina hacia el exterior una capa de células parietales (capa parietal 
primaria) y hacia el interior una capa de células esporógenas (capa esporógena 
primaria) (Hermann and Palser 2000, Canales et al. 2002, Li et al. 2010). 
La capa parietal primaria se divide posteriormente dando lugar a una capa secundaria, 
en el estadio IV. La capa anterior se diferencia en el endotecio o tejido mecánico, 
mientras que la capa parietal secundaria se divide una vez más y forma una capa 
intermedia de células parenquimáticas, que degeneran rápidamente en el desarrollo, el 
tapetum, tejido nutricio de la antera que reviste el saco polínico en contacto directo 
con las células esporógenas y que va a intervenir muy activamente en el desarrollo del 
grano de polen (Hermann and Palser 2000, Canales et al. 2002, Li et al. 2010). 
 
 
Figura 1.6. Morfogénesis de la antera. 
 
En el estadio V del desarrollo, se aprecia ya una antera tetralobulada, en la que cada 
lóbulo contiene 4 tipos de células somáticas: la epidermis, el endotecio, la capa 
intermedia y el tapetum, que rodean a las células madre del polen (Ma and 
Sundaresan 2010) (Fig. 1.6 y 1.7). 
 
 
 
Figura 1.7. Sección transversal de una antera joven. 
 
Por otro lado, las células del tejido esporógeno van a dar lugar a diferentes células 
madres del polen. Cada una de ellas sufrirá meiosis para originar las microsporas, 
proceso conocido como microsporogénesis. Posteriormente, cada microspora 
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continuará su ruta de desarrollo hasta la formación del grano de polen maduro, 
proceso denominado microgametogénesis. 
De manera que el desarrollo del polen es un proceso integrado en el cual, participan 
tres elementos: 1) Modificación de las células externas de la antera durante el 
desarrollo, 2) diferenciación de las células del tapetum (Pacini E, 1993) 3) desarrollo 
del polen a partir de la célula madre del polen mediante meiosis y mitosis haploide 
(Pacini 1997) ((Fig. 1.8). 
 
En esta Tesis, se estudiarán diversos aspectos del proceso de desarrollo del polen y 
de las células del tapetum. 
 
Figura 1.8. Desarrollo de la antera. 
 
1.1.2.2 Microgametogénesis. 
La célula madre del polen (PMC) está rodeada por una pared celular compuesta 
fundamentalmente por celulosa, que antes de la meiosis se desintegrará y será 
remplazada por una capa de calosa (Heslopha.J 1966)(Heslop-Harrison, 
1966;Risueño et al., 1973)(Risueno, Gimenezm.G and Garcia 1973). 
 
 
Figura 1.9. Esquema de los procesos de microsporogénesis y microgametogénesis. (Figura 
adaptada a partir de Twell D, 2006). 
 
Durante la microesporogénesis la célula madre del polen sufre una división meiótica 
que da lugar a una tetrada, formada por cuatro microsporas haploides, que 
inicialmente se mantienen unidas por una capa de calosa que las rodea. Este estadio 
se completa tras la liberación de las microsporas al lóculo de la antera a partir de la 
degradación de la pared de calosa de la tetrada, por la acción de una mezcla de 
enzimas secretadas por el tapetum (Scott, Spielman and Dickinson 2004). 
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Durante la microgametogénesis, las microsporas liberadas aumentan su tamaño y 
sufren grandes cambios metabólicos y estructurales que afectan al citoplasma y al 
núcleo (Risueño 1988, Testillano 1988, Testillano 1991, González-Melendi 1996, 
Testillano et al. 1993)(Testillano, 1991;González-Melendi, 1996;Testillano and 
Risueño, 1988;Risueño et al., 1988;Testillano et al., 1993). Se produce un proceso de 
vacuolación citoplásmica en la microspora que culmina hacía el final de la larga 
interfase postmeiótica con la formación de una gran vacuola que ocupa la mayor 
parte del volumen del citoplasma y empuja lateralmente al núcleo, desplazándolo a 
una posición periférica en la célula próximo a la pared celular, provocando una 
reorganización del citoplasma (Shivanna 1985). El núcleo adquiere una organización 
estructural de abundante cromatina descondensada con pequeñas masas de 
cromatina condensada y un nucleolo con gran componente granular, organización 
típica de células activas en transcripción (Gonzalezmelendi et al. 1995). 
En esta situación, la microspora sufre una primera mitosis asimétrica debido a la 
posición polar del núcleo y a la orientación del huso mitótico, de manera que después 
de la citocinesis, se origina un grano de polen bicelular formado por dos células hijas 
de diferente tamaño y estructura (McCormick 2004). La división asimétrica es un 
acontecimiento clave en el destino diferencial de ambas células (Twell, Park and 
Lalanne 1998, Park and Twell 2001). Esta primera mitosis se considera un marcador 
del fin del desarrollo de la microspora y el inicio del desarrollo del polen.  
La célula de mayor tamaño es la célula vegetativa y la más pequeña es la célula 
generativa, ambas confinadas en la pared original de la microspora. La célula 
vegetativa ocupa la mayor parte del volumen del grano de polen, mientras que la 
generativa está incluida en el citoplasma de la anterior, próxima a la pared del grano 
de polen. No obstante, la célula generativa presenta una pared celular propia, en la 
que se ha detectado la presencia de calosa (Gorska-Btylass 1967), (Boavida, Becker 
and Feijo 2005) que permanece en la periferia rodeando el citoplasma de la célula 
generativa. 
El núcleo de la célula vegetativa presenta una cromatina muy descondensada, propio 
de células muy activas transcripcionalmente. Por otro lado, el citoplasma vegetativo 
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es rico en todo tipo de orgánulos que van aumentando en número durante la 
maduración del grano de polen, al tiempo que se reabsorbe la vacuola que ocupaba 
gran parte de ese citoplasma (Risueno et al. 1970), (Sanger and Jackson 1971). 
Aparecen entonces gran número de plastidios que se van llenando de almidón (Feijo 
and Pais 1988) y otras moléculas de reserva como gotas de lípidos y partículas P con 
polisacáridos (Heslopharrison 1979)(Heslop-Harrison, 1979). Así, en el polen ya 
maduro, la célula vegetativa posee gran cantidad de carbohidratos y/o reservas 
lipídicas junto con transcritos y proteínas, necesarios para el rápido crecimiento del 
tubo polínico (Pacini 1996). Además, también se acumulan osmoprotectores, 
incluyendo disacáridos, como prolina y glicina-betaína, para proteger las membranas 
vitales y proteínas de cualquier posible daño durante el proceso de deshidratación 
(Schwacke et al. 1999) que sufre el grano de polen como preparación para la 
dehiscencia (Bassani, Pacini and Franchi 1994). 
Por el contrario, la célula generativa presenta un núcleo con cromatina muy 
condensada, propio de células con baja actividad transcripcional. También posee una 
fina capa de citoplasma con pocas mitocondrias, ribosomas, retículo endoplásmico 
disperso y dictiosomas (Sanger and Jackson 1971), (Burgess 1970). Sin embargo no 
aparecen plastidios en esta célula, posiblemente debido a la distribución polar de los 
orgánulos previa a la mitosis (Reynolds 1990). Se ha descrito una baja densidad de 
poros nucleares, indicativo de la escasa actividad transcripcional de la célula 
generativa (Wagner et al. 1990), aunque tiene lugar la expresión de genes cuyos 
productos se requieren para la segunda mitosis del polen, tales como ciclinas u otras 
proteínas de control del ciclo celular (Jacobs 1992).  
En etapas sucesivas del proceso de maduración del polen, la célula generativa migra 
desde su posición inicial periférica, en contacto con la pared del polen, hacia el 
interior del grano de polen. Así en el último estadio de maduración del grano de 
polen, el núcleo vegetativo presenta una forma lobulada y el núcleo generativo, ya 
situado en el centro de la célula junto al núcleo vegetativo, que adquiere un perfil 
fusiforme (Martin, Risueno and Sogo 1970). Este proceso además está acompañado 
de un aumento progresivo del tamaño del grano de polen y un cambio de forma del 
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mismo, que al final del desarrollo adopta en muchos casos una morfología ovalada, 
debido en parte a la deshidratación parcial que tiene lugar en las etapas finales del 
proceso de maduración (Pacini 1996). En el momento de la antesis o dehiscencia, el 
contenido de agua se reduce de un 90% hasta un 45-50% (Barnabas 1985). A 
continuación, el grano de polen es transportado por el viento, insectos u otros 
agentes al estigma de un pistilo adecuado. Entonces tiene lugar la germinación y el 
grano de polen emite el tubo polínico que crece por el interior del estilo 
transportando los núcleos espermáticos (Arquiaga 1985). Uno de ellos se fusiona con 
la célula huevo o gameto femenino dando lugar al cigoto diploide y el otro se funde 
con la célula central del saco embrionario originando el endospermo triploide, 
responsable de la nutrición del embrión. 
 
Esto indica que las células vegetativa y generativa no sólo son morfológicamente 
distintas, sino que tienen además diferente destino celular. La célula vegetativa es la 
encargada de la síntesis de la maquinaria necesaria para la formación de tubo 
polínico, que lleva los gametos masculinos a través del estilo hasta el saco 
embrionario o gametofito femenino para la doble fecundación. En cambio la célula 
generativa entra en ciclo celular y se divide mitóticamente dando lugar a dos núcleos 
espermáticos o gametos masculinos.  
El momento en el que tiene lugar esta segunda mitosis, varía según la familia 
(McCormick 2004). No obstante, en la mayoría de los casos, el grano de polen 
maduro es bicelular y las células espermáticas se originan durante la emisión del tubo 
polínico (Cresti, Ciampolini and Sansavini 1980), como por ejemplo en Nicotina 
tabacum. Sin embargo, en otras especies, la segunda mitosis del polen ocurre en la 
antera dando lugar al grano de polen tricelular, como es el caso de la Brassica napus.  
 
 
1.1.2.2.1 Formación de la pared celular del grano de polen. 
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Una de las características más importantes del grano de polen es su pared (Vizcay-
Barrena and Wilson 2006).  
La formación de la pared se inicia una vez completada la meiosis de la célula madre 
del polen y continúa durante la tetrada y la fase de microspora vacuolada para 
completarse después de la primera mitosis del polen, gracias a la contribución 
fundamental del tapetum (Boavida et al. 2005). 
La pared del grano de polen consta de dos capas diferentes: la exina y la intina.  
La intina es la capa más interna y se localiza adyacente a la membrana plasmática del 
polen. Posee una composición relativamente simple, basada en microfibrillas de 
celulosa embebidas en una matriz de pectinas y hemicelulosa, secretadas por la 
microspora (origen gametofítico) en el estadio de microspora vacuolada (Owen and 
Makaroff 1995) y en su parte exterior tiene una gran cantidad de polisacáridos de 
diferente naturaleza (Sitte 1989). 
Por otro lado, la exina, es la capa externa que se encuentra en toda la superficie del 
grano de polen, excepto en las zonas de las aperturas del tubo polínico. 
Estructuralmente, la exina es la pared celular más compleja en plantas y su gran 
diversidad morfológica es la base de la palinología con sus numerosas ramas y 
aplicaciones (Blackmore et al. 2007). 
La exina se compone de dos capas: la más interna, nexina (termología dada por 
Erdtman, 1993) o endexina (termología dada por (Punt et al. 2007) y la más externa, 
la sexina (termología dada por Erdtman, 1993) o ectexina (terminología dada por 
(Punt et al. 2007) que posee múltiples poros y pliegues. La sexina o ectexina es una 
capa ornamental que sirve como herramienta de diagnóstico para taxonomistas y 
paleobotánicos (Shukla AK 1998) y puede tener subcapas separadas: una externa o 
tectum y un segmento central formado por columnas (Fig. 1.10). 
 
 
 
Figura 1.10. Esquema de la estructura de la pared del grano de polen (Punt, 2007). 
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La exina está compuesta fundamentalmente por esporopolenina, sustancia muy 
extendida en algas, hongos, musgos y helechos (Vizcay-Barrena and Wilson 2006) 
originada por polimerización oxidativa de ésteres carotenos y carotenoides (Brooks 
1971). Se caracteriza por ser extremadamente resistente y servir como barrera 
protectora contra el exceso de deshidratación y ataque bacteriano y fúngico, mientras 
que el gameto masculino es liberado desde el gametofito, previo a la fertilización 
(Bedinger 1992). 
El desarrollo de la exina se inicia con la deposición la primexina en la superficie de la 
microspora. La primexina es un material microfibrilar compuesto de una gran 
cantidad de polisacáridos, que actúa como molde que guía la acumulación posterior 
de esporopolenina, en la pared del polen (Rowley JR 1977, Scott et al. 2004) 
La posición de las aperturas polínicas se establece durante la citocinesis 
microsporocítica (Heslopha.J 1968b, Heslopha.J 1968a). 
La esporopolenina es polimerizada a partir de precursores sintetizados y secretados 
por el tapetum e incorporados a la pared del polen después de la disolución de la 
tetrada (Scott et al. 1991) donde polimeriza en puntos específicos de la primexina que 
sirve de punto de anclaje para la deposición de la esporopolenina para formar el 
principal componente de la pared (Heslopha.J 1968b, Heslopha.J 1968a).  
Antes de la antesis del polen se produce la deposición de pollenkit o trifina en la 
superficie de la exina (Blackmore et al. 2007), formando la cubierta del polen. Ambas 
sustancias tienen un origen lipídico, fundamentalmente (Owen and Makaroff 1995). 
La trifina, formada por varios componentes, es producto de la degeneración 
temprana del tapetum, mientras que el pollenkit, de composición más homogénea, es 
resultado de la degeneración tardía de las células del tapetum (Pacini 1997). La 
cubierta del polen tiene muchas funciones, como por ejemplo, dar resistencia a la 
pared celular a la desecación, mantener los granos de polen unidos, ayudar a la 
adhesión del polen a la superficie del estigma durante la polinización y mantener las 
proteínas esporofíticas dentro de las cavidades de la exina (Ma 2005).  
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1.1.2.2.2 Expresión génica durante el desarrollo del polen 
La actividad transcripcional durante el desarrollo del polen se estudió por primera 
vez entre 1970 y 1980 (Mascarenhas 1975, Mascarenhas 1990), cuando se demostró 
que la microspora es una célula altamente activa en la síntesis de RNA, mientras que 
después de la mitosis, los niveles de transcripción de las dos células del polen difieren 
significativamente entre sí, ya que la célula vegetativa es mucho más activa 
transcripcionalmente que la célula generativa (Mascarenhas 1975, Tupy et al. 1983, 
McCormick 1993, Bednarska 1984). 
Durante el desarrollo del polen se produce una disminución gradual en los niveles de 
transcripción de ambas células del polen. Justo antes de la antesis, la síntesis de RNA 
en ambas células es casi indetectable (Mascarenhas 1975, Tupy et al. 1983, Bednarska 
1984, Zienkiewicz et al. 2008), patrón común en las tres principales clases de RNA: 
RNA ribosómico, RNA transferente y RNA mensajero (Mascarenhas 1990). 
  
En los últimos años se han desarrollado nuevas tecnologías capaces de analizar la 
expresión génica del gameto masculino a gran escala (Borg, Brownfield and Twell 
2009). Estudios pioneros de tecnología “Serial Analysis of Gene Expression” 
(SAGE) (Lee and Lee 2003) y “Affymetrix Ag microarrays” (Becker et al. 2003, 
Honys and Twell 2003) han permitido el análisis del gameto masculino de especies 
modelo, basados en el genoma de Arabidopsis. 
El desarrollo gametofítico del polen se puede dividir en dos grandes etapas 
principales, con diferentes perfiles transcriptómicos: una etapa temprana, desde la 
liberación de la microspora de la tetrada hasta la primera mitosis del polen y una 
etapa tardía, desde la formación del polen bicelular hasta el polen maduro o tricelular. 
En la primera etapa mencionada se expresan un mayor número de genes (cerca de 
12000 genes activos). Este número decae de forma progresiva con la maduración del 
polen (7000 genes)(Honys and Twell 2004). Aunque hay un solapamiento de la 
mayoría de los genes expresados en las dos etapas, el porcentaje de genes específicos 
incrementa desde microsporas unicelulares al polen maduro. (Honys and Twell 
2004). 
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La reducción en complejidad y el cambio a un programa de desarrollo tardío, está 
acompañado de un incremento en la expresión de genes implicados en procesos 
como el metabolismo de la pared celular, funciones del citoesqueleto y señalización 
celular, los cuales son muy importantes para la maduración del polen, la germinación 
y el crecimiento del tubo polínico (Becker et al. 2003, Honys and Twell 2004, Pina et 
al. 2005, Twell D 2006). Estos datos sugieren que las características transcripcionales 
implican función y especialización del polen (Wei et al. 2010). 
El gran número de genes expresados y el cambio entre la fase temprana y la fase 
tardía del desarrollo del gameto masculino, exige una regulación coordinada de 
muchos genes a nivel transcripcional (Borg et al. 2009). 
 
La comprensión e interpretación de los datos transcriptómicos de diferentes especies 
vegetales junto con todas las aproximaciones genéticas, tiene un importante impacto 
en el conocimiento del desarrollo del gameto masculino (Honys et al. 2006, Twell D 
2006, Singh and Bhalla 2007). El valor particular de los estudios de transcriptómica 
reside en incrementar el conocimiento base de la complejidad y la dinámica de la 
expresión génica durante el desarrollo gametofítico y las células germinales (Honys 
and Twell 2004).  
1.1.2.3 Desarrollo del tapetum. 
El tapetum es la capa más interna de la pared de la antera, que reviste el saco polínico 
rodeando el tejido esporógeno. Las células del tapetum juegan un papel muy 
importante en la nutrición de las células madres de polen, así como en la formación 
de la exina mediante el depósito de precursores solubles que polimerizan sobre la 
superficie de las microsporas (Risueño et al. 1969, Heslop-Harrison 1971) y la 
deposición de trifina y pollenkitt antes de la dehiscencia de la antera (Shivanna 1985). 
Generalmente las células del tapetum secretor sufren cambios en la actividad 
relacionado con su función durante la microsporogénesis. Este dinamismo implica 
características estructurales específicas y termina con la degeneración del tapetum 
antes de la antesis. En general, antes de la primera división mitótica de la microspora 
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las células del tapetum empiezan a degenerar y mueren siguiendo un programa de 
muerte celular programada (Bedinger et al. 1994). 
La diferenciación del tapetum se manifiesta por una masiva acumulación polar de 
mitocondrias, retículo endoplásmico y aparato de Golgi en la porción citoplásmica 
más próxima al lóculo de la antera. Las células del tapetum se hacen binucleadas 
hacia la paquitena de la profase meiótica de las células madre del polen, con un 
contenido en DNA diploide en cada núcleo (Testillano et al. 1993). 
Las células del tapetum secretor mantienen su individualidad incluso después de que 
su citoplasma degenere y forman el pollenkit, que es depositado en el polen antes de 
la dehiscencia de la antera (Pacini and Hesse 2005). 
Estudios ultraestructurales demostraron que cuando las células del tapetum se 
diferencian en secretoras, se conectan entre sí mediante la formación de largos 
canales citoplásmicos (Bedinger et al. 1994). Probablemente con la función de 
sincronizar la diferenciación del tapetum y su función durante el desarrollo del polen. 
 
La degeneración del tapetum ocurre al mismo tiempo que el grano de polen continúa 
su maduración. Podría ser que los granos de polen completen su desarrollo con los 
nutrientes que han almacenado o por la llegada de otros nutrientes desde la planta y a 
partir de la hidrólisis de almidón de la pared de la antera (Pacini 2010). 
1.1.3 Interés del grano de polen como sistema biológico. 
Los primeros estudios sobre el polen datan de 1694, cuando Camerarius relacionó el 
polen con la formación de la semilla, pero hasta finales del siglo XIX y principios del 
siglo XX no aparecieron las primeras citas bibliográficas en las que se le relaciona el 
grano de polen directamente con la fertilización (Maheshwari and Johri 1950). 
Posteriormente han surgido gran número de estudios fisiológicos, genéticos y 
morfológicos sobre el tema (Maheshwari and Johri 1950, Maheshwari 1963, 
Raghavan 1976, Raghavan 1986, Johri 1984, Willemse 1984). 
No obstante, además del papel del polen en la reproducción sexual vegetal, también 
constituye un microcosmos de procesos de desarrollo que lo convierte en un sistema 
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muy atractivo en el que se pueden estudiar procesos fundamentales de crecimiento 
celular y división, diferenciación celular y comunicación intracelular (Bedinger 1992, 
Honys and Twell 2003, Twell 1994, Twell et al. 2002). La progresión a partir de 
microsporas hasta polen maduro completamente diferenciado se caracteriza por la 
represión de genes tempranos y la activación de genes tardíos en el polen maduro. 
Las técnicas de biología celular para la localización in situ de moléculas y procesos son 
muy adecuadas para estudiar el desarrollo del grano de polen, ya que permiten 
caracterizar su localización subcelular, su momento de expresión, y sus cambios en 
relación con la actividad celular (Coronado 2002). 
 
El patrón de desarrollo del polen ha sido caracterizado en numerosas especies, no 
obstante, no se conoce mucho sobre los mecanismos moleculares que subyacen 
(Honys et al. 2006, Toeller et al. 2008, Yang et al. 1999, Quan et al. 2008, Coimbra et 
al. 2009). Una mejor comprensión de la estructura y función del grano de polen 
facilitaría el desarrollo de técnicas destinadas a mejora vegetal (Wilms 1988). 
En los últimos años, el interés por el estudio del grano de polen ha experimentado un 
incremento. La investigación de los aspectos funcionales del polen está adquiriendo 
gran relevancia, especialmente la correlación entre los estudios de microscopía 
electrónica, citoquímica, fisiología y bioquímica.  
Ha habido un gran auge de los estudios de embriogénesis del polen (Heberlebors 
1982, Reynolds 1997, Zarsky et al. 1992, Dunwell 1985, Raghavan 1986) basados en 
la capacidad del grano de polen de desviarse de su ruta de desarrollo gametofítico 
normal, hacia una nueva vía de desarrollo en la que tras sufrir una serie de divisiones 
simétricas, da lugar a la formación de un embrión. Este embrión desarrollará una 
nueva planta haploide, que puede ser diploidizada con un tratamiento con colchicina 
y constituir un individuo homocigoto en el que se pueden expresar determinados 
genes seleccionados o introducidos artificialmente en el polen. De esta manera, se 
puede emplear el grano de polen como herramienta para generar nuevas líneas 
isogénicas y variedades para mejora vegetal, mediante la selección de genotipos que 
aporten calidad a los cultivos de plantas, como por ejemplo, para identificar 
Introducción 
17 
genotipos que aumenten la tolerancia a toxinas, temperaturas adversas y condiciones 
de estrés (Coronado MJ, 2002).  
 
Asimismo, en los últimos años han surgido un gran número de publicaciones sobre la 
arquitectura de la pared del polen (Faegry 1964, Wodhouse 1965, Erdtman 1966, 
Erdtman 1969, Fergurson 1976, Crompton 1981). El incremento en las últimas 
décadas de la identificación de algunas familias y géneros de plantas implicadas en 
alergias causadas por el polen (Stanley 1974) ha encontrado en la exina del grano de 
polen una óptima guía fósil, ya que la gran estabilidad química de la sustancia que la 
compone, la esporopolenina, permite que quede fosilizada manteniéndose durante 
mucho tiempo. Estos restos fósiles del polen además, pueden ofrecer valiosa 
información para reconstruir el clima y la vegetación del pasado más remoto, lo que 
se conoce como palinología fósil. En base a este concepto, también cabe destacar la 
palinología forense, que surge, precisamente ante la posibilidad de reconstruir 
contextos ambientales reproducibles utilizables en un marco legal (Brettell, Butler 
and Almirall 2009)). 
 
1.2 EL PROCESO DE EMBRIOGÉNESIS  
1.2.1 La embriogénesis cigótica. 
La embriogénesis es el proceso por el cual, el cigoto unicelular se desarrolla dando 
lugar a un organismo capaz de desarrollar un tallo, raíz y hojas. Durante la 
embriogénesis cigótica deben completarse los siguientes aspectos: establecer 
meristemos y el patrón morfológico de la planta, diferenciar los tipos primarios del 
tejido vegetal, generar órganos especializados de almacenaje de sustancias de reserva 
esenciales para la germinación de la semilla y posibilitar la permanencia en estado de 
latencia de la nueva planta hasta que las condiciones sean favorables para el 
desarrollo post-embriogénico (Goldberg, Depaiva and Yadegari 1994). 
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En dicotiledóneas la embriogénesis comienza con una división asimétrica del cigoto 
unicelular, dando lugar a una gran célula basal y una célula apical de menor tamaño 
(Fig. 1.11). Esta asimetría ya avanza lo que más adelante será el eje basal-apical del 
embrión (Schulz and Jensen 1968, Pritchard 1964, Jurgens 1995). La célula basal 
comienza a dividirse para formar el suspensor, órgano muy diferenciado y 
especializado que permite el anclaje, posicionamiento y aporte de nutrientes 
necesarios para el correcto desarrollo posterior del embrión (Goldberg et al. 1994). 
Por otro lado, la célula apical dará lugar al embrión propiamente dicho (Fig. 
1.11).Tras un número definido de divisiones, se forma el embrión globular, en el cual 
se aprecia la primera diferenciación celular, con la formación del protodermo o capa 
externa del embrión (Harada J, 1993). Tras la sucesión de una serie de eventos de 
diferenciación dentro del embrión, se forma una capa interna de tejido (Goldberg et 
al. 1994).  
A partir de aquí se produce un cambio drástico en la morfología del embrión 
globular con la aparición de los cotiledones a partir de dos dominios en el extremo 
apical, al mismo tiempo que la región del hipocótilo del eje comienza a elongarse y el 
meristemo radicular se empieza a diferenciar. En este momento el embrión adquiere 
forma de corazón, con una simetría bilateral (Fig. 1.11). 
A continuación, los cotiledones y el eje aumentan su tamaño como resultado de 
divisiones celulares y el eje se alarga más hasta formar el embrión torpedo (Fig. 1.11). 
 
Finalmente, la embriogénesis termina con la formación del embrión maduro, en el 
cual la masa de células internas se comienzan a especializar y acumulan gran cantidad 
de proteínas y reservas lipídicas que emplearán como fuente de alimento después de 
la geminación (Mansfield, Briarty and Erni 1991). En este momento también se 
produce la formación del extremo del tallo (Barton and Poethig 1993). 
 
 
Figura 1.11. Visión general del proceso de embriogénesis en plantas. Representación 
esquemática de las principales fases del desarrollo. (Esquema modificado a partir de 
Goldberg, 1994).Abreviaturas: T: Célula Terminal; B: Célula Basal; EV: Embrión Verdadero; 
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S: Suspensor; Pd: Protodermo; Hs: Hipófisis; MB: Meristemo Basal; Pc: Procambium; 
C:Cotiledón; E: eje. 
Al final del proceso de maduración, el embrión alcanza su máximo tamaño; las capas 
celulares que lo rodean se deshidratan, las actividades metabólicas se detienen y se 
produce un periodo de latencia (Goldberg, Barker and Perezgrau 1989, West and 
Harada 1993, Mansfield et al. 1991). 
 
Los cambios morfológicos y etapas de la embriogénesis son bien conocidas, sin 
embargo el estudio de los procesos moleculares y celulares que subyacen y controlan 
el proceso es más limitado, en parte debido a la dificultad que supone el hecho de 
que todo este proceso se desarrolle dentro del gametofito femenino, rodeado de 
distintas capas de tejido esporofítico del óvulo, necesario para la protección y 
nutrición del embrión en desarrollo. Por este motivo, se han desarrollado diversos 
sistemas experimentales que facilitan su estudio: 
- Cultivos de embriones cigóticos, a partir de la disección del óvulo y la 
extracción del embrión para su puesta en cultivo in vitro. Este sistema no permite el 
estudio de las primeras etapas de la embriogénesis, que se desarrollan in vivo. 
- Fusión in vitro de gametos aislados. Este sistema requiere mucho tiempo 
y una gran experiencia para su puesta a punto (Kranz and Lorz 1993). Además no es 
aplicable a gran escala, condición importante para estudios moleculares bioquímicos 
y celulares. 
- Embriogénesis somática directamente a partir de células de embriones 
cigóticos inmaduros cultivadas in vitro, en medios de cultivo especiales suplementados 
con hormonas. La mayoría de las especies forman callos, en las que las células 
hermanas siguen dividiéndose, pero sin dejar de estar unidas. Algunas de ellas pueden 
ser estimuladas hacia la producción de embriones, comparables a los cigotos en sus 
primeros estadios, pero que continúan con el desarrollo post-embrionario, sin pasar 
por la etapa de latencia que caracterizara a la embriogénesis cigótica in vivo (Steward, 
Mapes and Mears 1958). 
- Embriogénesis haploide: a partir del cultivo in vitro de gametofitos 
inmaduros. A la embriogénesis a partir del gametofito femenino se la conoce como 
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ginogénesis, mientras que a partir del gametofito masculino, se conoce como 
embriogénesis del polen (Forster and Thomas 2005). 
 
1.2.2 La embriogénesis del polen. 
La inducción del polen a embriogénesis fue descubierta por Guha y Maheshwari en 
1964 (Guha and Maheshwari 1964) en cultivos de anteras de Datura innoxia. El 
proceso consiste en desviar a la microspora de su ruta normal de desarrollo 
gametofítico que termina con la formación del grano de polen, hacia una nueva ruta 
de embriogénesis para dar lugar a embriones haploides y en último caso, plantas 
haploides (Fig. 1.2). 
 
 
Figura 1.12. Esquema de la reprogramación del polen a embriogénesis. 
 
El gran interés en haploides surgió a partir de la organización del “Primer Simposio 
de Haploides en plantas superiores” en 1974 en Canadá (Kasha 1974). Desde 
entonces se han llevado a cabo numerosas investigaciones con el objetivo de 
establecer técnicas eficientes para la producción de haploides y doble haploides en un 
gran número de especies, que incrementa cada vez más. Las recientes innovaciones 
científicas y tecnológicas, han proporcionado un mayor entendimiento de los 
mecanismos de control que subyacen que ha hecho resurgir el interés de los 
haploides en plantas superiores (Forster et al. 2007). 
La producción de haploides mediante embriogénesis gamética con propósitos de 
mejora vegetal, ha sido objeto de estudios para muchos grupos de investigación 
desde su descubrimiento (SB 2005, Dunwell 2010a), (Germana et al. 2006, Germana 
2011b, Jain SM 1996–1997, (ed) 1974, Magoon ML 1963, Maluszynski M 2003a, 
Maluszynski M 2003b, Palmer CE 2005, Segui-Simarro and Nuez 2008),(Segui-
Simarro 2010), (Smykal 2000, Zhang YX 1990b),(Touraev A 2009, Zhang YX 1990a) 
(Xu et al. 2007). 
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En 2003, se documentó la inducción exitosa de la embriogénesis del polen a través 
del cultivo in vitro de anteras o microsporas aisladas, en más de 250 especies vegetales 
(Maluzynski et al., 2003b), incluyendo varias especies de interés agronómico, desde 
herbáceas como maíz, cebada, arroz, tabaco colza y trigo (Maluszynski et al., 2003a), 
o árboles como mandarino, naranjo amargo o alcornoque, entre otros (Germana et 
al. 2006, Srivastava and Chaturvedi 2008). 
No obstante, entre todas estas especies potencialmente inducibles a embriogénesis de 
microsporas, no todos los cultivos responden de manera eficiente a la inducción de 
embriogénesis. Solo en algunos de ellos el potencial de reprogramación a 
embriogénesis es suficientemente alto para obtener un número de embriones 
adecuado para emplearse de forma rutinaria en la producción de DH en programas 
de mejora vegetal, como es el caso de la colza, el tabaco y la cebada, que se 
consideran sistemas modelo en los cuales esta tecnología se ha convertido en una 
herramienta de investigación estándar (Germana 2011b). Sin embargo, otras especies 
de interés científico o económico como Arabidopsis o tomate todavía se muestran 
extremadamente recalcitrantes a la inducción de embriogénesis haploide.  
Entre especies modelo y extremadamente recalcitrantes, hay otras especies que 
todavía están lejos de tener una respuesta de inducción aceptable. Este es el caso de 
especies leñosas, donde la inducción de embriogénesis de microsporas sería 
especialmente ventajosa para programas de mejora vegetal, pero los avances 
obtenidos con éxito son todavía muy limitados (Srivastava and Chaturvedi 2008).  
Existe un gran interés en la identificación de los factores genéticos moleculares que 
definen y controlan el proceso; las investigaciones recientes se centran en el estudio 
de estas especies consideradas como recalcitrantes para el cultivo de microsporas 
(Raghavan 1990, Bajaj 1990, Wenzel et al. 1995, Germana et al. 2006, Ferrie 2007, 
Ferrie 2009, Germana 2009, Dunwell 2010b). 
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1.2.2.1 Utilidad de los dobles haploides. 
Los haploides son interesantes para investigación en general, pero su principal 
utilidad es la producción de líneas doble haploides (DH) mediante duplicación 
cromosómica, ya que son herramientas de gran utilidad para la investigación básica y 
aplicada, incluyendo programas de mejora vegetal (Chupeau 1998, Touraev, Pfosser 
and Heberle-Bors 2001, Forster et al. 2007, Dunwell 2010b). 
En comparación con métodos de mejora convencional, la embriogénesis gamética 
supone la producción de líneas homocigotas viables en menor tiempo, ya que 
permite en un único paso el desarrollo de líneas homocigotas completas, a partir de 
parentales heterocigotos, con las que abordar otras estrategias como la selección in 
vitro de caracteres de interés (tolerancia a situaciones de estrés, patógenos….) o la 
creación de nuevas variedades (Clement 2001, Germana 2011a). 
Los DH son también una herramienta muy poderosa en transgénesis para evitar 
hemicigotos y ahorrar tiempo y recursos en la producción de plantas transformadas 
con el transgen de interés en los dos cromosomas homólogos. Es más, desde un 
punto de vista científico básico, estas líneas son muy útiles para estudios básicos de 
“linkage” y estimación de fracciones de recombinación, ya que aunque estos estudios 
pueden realizarse también de forma convencional (retrocruzamientos o F2), las líneas 
DH aportan la ventaja de ser auto-perpetuables.  
Por otro lado, los DH también son una herramienta extremadamente útil para la 
selección genética y “screening” de mutantes recesivos, ya que el fenotipo de las 
plantas resultantes no está afectado por los efectos de dominancia y los caracteres 
determinados por genes recesivos pueden ser fácilmente identificados. 
Otra ventaja de los DH es su habilidad de servir como sistema modelo para estudios 
de desarrollo in vitro de embriones sin la interferencia de tejido materno, debido a la 
gran similitud que presentan los embriones derivados de microsporas con la 
embriogénesis cigótica (Segui-Simarro and Nuez 2008, Supena et al. 2008).  
La embriogénesis del polen se considera como uno de los ejemplos más llamativos 
de totipotencia celular (Reynolds 1997). Sin embargo, la eficiencia en la inducción de 
embriones a partir del polen continúa sin ser óptima, (Chupeau 1998). Conocer en 
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mayor profundidad los factores que influyen en el cambio de programa de desarrollo 
del polen, puede facilitar la determinación de indicadores que nos permitan delimitar 
más exactamente lo que acontece en la microspora/grano de polen. Un mayor 
conocimiento de estos procesos puede permitir conseguir condiciones que aumenten 
el porcentaje de gametos que comienzan su desarrollo esporofítico, lo cual 
perfeccionaría este sistema in vitro como herramienta de gran utilidad para sus 
diversas aplicaciones (Seguí-Simarro 2001). 
 
La investigación de DH se ha visto ralentizada debido a problemas tecnológicos, sin 
embargo, recientes avances en este campo, han resuelto los pasos principales en el 
estudio de embriogénesis. De esta manera, se espera identificar algunos genes 
implicados en la reprogramación de microsporas y embriogénesis con objeto de 
obtener un mejor entendimiento de estos procesos y desarrollar protocolos más 
eficientes para la producción de plantas haploides y doble haploides.  
En conclusión, la embriogénesis gamética y la tecnología haploide es una gran 
promesa para la contribución de la mejora vegetal, dirigida al incremento de la 
productividad en granjas y la calidad de productos alimentarios, sobre todo en países 
en desarrollo, pudiendo contribuir a reducir la proporción de gente que sufre de 
hambre y de enfermedades debido a la malnutrición en todo el mundo. Por lo tanto, 
es una inversión muy conveniente para la investigación agrícola enfocada a la efectiva 
utilización de la embriogénesis gamética y tecnología haploide en la mejora de todas 
las especies (Germana, 2011). 
 
1.2.2.2 Metodología para la embriogénesis del polen. 
La embriogénesis gamética se puede reproducir de forma experimental in vitro 
(Chupeau et al. 1998) mediante el empleo de diversos tratamientos de estrés 
(hormonas, vitaminas, sacarosa, ayuno, frío o choque térmico), que varían según la 
especie. Esta técnica se puede llevar a cabo a partir del cultivo de anteras o de 
microsporas aisladas, siendo este último método el que presenta mayores ventajas 
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con respecto al anterior, ya que la presencia de las paredes de la antera en el cultivo 
de anteras inmaduras completas, hace más difícil conocer con exactitud los factores 
que influyen directamente en la inducción y posterior desarrollo embriogénico del 
polen. Sin embargo en el cultivo de microsporas, los gametos masculinos inmaduros 
son aislados antes del cultivo, eliminando todo el tejido somático de la antera a partir 
de diferentes métodos.  
El cultivo de anteras es un método muy empleado para la producción de dobles 
haploides en muchas especies por su simplicidad (Germana 2011a). El éxito obtenido 
en estos casos hace evidente los beneficios que ofrece. No obstante, aunque es una 
técnica muy extendida, los procesos implicados no se conocen bien y la presencia de 
tejidos extrínsecos, como la pared de la antera, lo convierte en un sistema 
desordenado para biología celular y otros estudios meticulosos (Forster et al. 2007). 
 
Por otro lado, el cultivo de microsporas aisladas proporciona un mejor estudio de los 
procesos celulares, fisiológicos y bioquímicos implicados en la embriogénesis del 
polen (Nitsch 1977; Reinert and Bajaj 1977), ya que las microsporas aisladas pueden 
ser manipuladas mediante el empleo de técnicas de bilogía celular, microbiología y 
genética  
La ausencia de todo el tejido esporofítico de la pared de la antera, permite que los 
distintos componentes del medio y tratamientos de cultivo tengan un acceso directo 
a las microsporas. Además, esta alternativa evita la regeneración de embriones 
diploides y plantas a partir de tejido somático (Germana, Micheli and Standardi 2005, 
Ferrie and Caswell 2011, Germana 2011a), ya que la presencia de tejido somático de 
la antera susceptible de ser también reprogramado, implica que en el cultivo de 
anteras sea necesario contemplar también la presencia de embriones diploides, 
procedentes del tejido somático, que pueden no ser portadores de los caracteres 
deseados (Seguí-Simarro 2001).  
No obstante, el rango de especies en las que se puede emplear el cultivo de 
microsporas aisladas es más limitado que el del cultivo de anteras. Sin embargo en 
aquellas especies en las que las condiciones adecuadas están bien establecidas, es el 
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método de elección debido a que su gran eficiencia permite la obtención de un mayor 
número de microsporas inducidas que los cultivos de anteras. Esta ventaja hace que 
los cultivos de microsporas sean un sistema experimental adecuado para el estudio de 
embriogénesis, ya que se pueden obtener un gran número de embriones en todas las 
fases del desarrollo (Forster et al. 2007).  
En laboratorios de todo el mundo, los cultivos de microsporas aisladas están bien 
establecidos y se utilizan de forma rutinaria para el desarrollo de nuevas variedades, 
así como para la investigación básica en áreas como genómica, expresión génica y 
mapeo genético (Ferrie and Caswell 2011).  
El cultivo de microsporas ha proporcionado una valiosa información sobre los 
mecanismos que subyacen tras el proceso de embriogénesis de microsporas. Por 
ejemplo, estudios de cultivos de microsporas dirigidos a la identificación del estrés 
que hace que la microspora se desvíe de la ruta gametofítica para seguir la ruta 
embriogénica (Shariatpanahi et al. 2006). Se han aislado y caracterizado varios genes 
implicados en la reprogramación de microsporas desde la fase gametofítica a la 
esporofítica, dando lugar a la embriogénesis de microsporas como un sistema para el 
estudio del cambio de la fase de reprogramación celular y totipotencia en plantas 
superiores (Hosp et al. 2007b, Hosp et al. 2007a, Tsuwamoto, Fukuoka and Takahata 
2007). Cambios en la cromatina y otros aspectos de la reorganización del genoma, en 
procesos de autofagia y/o apoptosis implicados en la degradación de estructuras 
gametofíticas (Hosp et al. 2007b, Hosp et al. 2007a) similitudes genéticas de la 
reprogramación de otros organismos, incluyendo animales (“genes stem”) son nuevas 
perspectivas para investigaciones futuras. 
 
1.2.2.3 Factores que afectan a la inducción. 
Existen múltiples factores tanto endógenos como exógenos que pueden afectar a la 
inducción de embriogénesis del polen. Los más importantes son el genotipo, la fase 
de desarrollo del polen seleccionada y el tratamiento estrés inductor de 
embriogénesis. 
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Entre los factores endógenos, la mayoría de los investigadores que trabajan en la 
embriogénesis del polen, reconocen que el genotipo es uno de los factores claves 
controlando la respuesta de las microsporas a embriogénesis. Se ha observado que 
todas las especies estudiadas hasta el momento, muestran una diferente respuesta 
entre distintos cultivares. Incluso, en especies modelo el genotipo tiene una 
importante influencia, produciendo cultivares con alta o nula respuesta dentro de las 
mismas especies (Ferrie et al. 2005, Touraev et al. 2001, Malik et al. 2008).  
La formación de microsporas competentes que cambian su ruta de desarrollo hacia la 
ruta embriogénica, está controlado por la interacción entre genes nucleares y 
citoplasma, a su vez influido por el ambiente (Heberlebors 1985).  
Estudios llevados a cabo en Solanum tuberosum mostraron que la habilidad de 
reprogramación de la microspora a embriogénesis es un carácter hereditario recesivo, 
controlado por más de un gen (Chupeau 1998, Rudolf, Bohanec and Hansen 1999, 
Smykal 2000).  
 
Otro de los factores implicados en la inducción a embriogénesis es la fase del 
desarrollo del polen seleccionada. Para la mayoría de las especies, la microspora 
vacuolada o polen bicelular joven son las fases más sensibles para la inducción 
embriogénesis, es decir alrededor de la primera mitosis del polen (Raghavan 1986, 
Touraev et al. 2001, Maraschin et al. 2005). De hecho, parece existir una asociación 
entre la habilidad de reprogramar su ruta de desarrollo y la polaridad de la división 
del polen (Reynolds 1997)Twell & Howden, 1998). Pero en especies no modelo, 
donde la inducción es más difícil de conseguir, se han descrito franjas de desarrollo 
más estrechas para la inducción. 
 
Además del genotipo y la fase desarrollo del polen más sensible a la inducción, el 
tercer factor crítico son las condiciones de cultivo y en particular, el tratamiento 
físico o químico necesario para inducir la embriogénesis del polen.  
Una vez seleccionada la microspora en la fase de desarrollo adecuada, se debe aplicar 
un tratamiento de estrés, que será el inductor de la reprogramación a embriogénesis.  
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Los tratamiento de estrés más empleados son el calor y el ayuno, pero hay especies 
que pueden tener requerimientos especiales.  
Una vez que se ha sometido al estrés inductor, algunas microsporas mueren 
inmediatamente, otras parecen iniciar programas de muerte celular programada o 
siguen una ruta similar a la ruta de desarrollo gametofítico hasta alcanzar la fase de 
polen maduro (Hosp et al. 2007a) y un pequeño porcentaje, son efectivamente 
inducidas por el tratamiento inductor y sufren toda una serie de cambios a diferentes 
niveles, desde la arquitectura celular hasta la expresión génica. 
  
Los cambios a gran escala inducen reposición nuclear y modificaciones de los 
elementos del citoesqueleto y rotura de la gran vacuola central. Los cambios a nivel 
de expresión se pueden agrupar en 3 categorías (Pauls et al. 2006): respuesta celular al 
estrés, supresión del programa de desarrollo gametofítico y expresión del programa 
de embriogénesis. Un importante número de genes, proteínas y metabolitos se han 
identificado como desencadenantes directos o indirectos de cada uno de los estadios 
(Maraschin et al. 2005, Maraschin et al. 2006, Pauls et al. 2006, Munoz-Amatriain et 
al. 2006, Malik et al. 2007, Hosp et al. 2007a, Hosp et al. 2007b, Joosen et al. 2007, 
Malik et al. 2008, Segui-Simarro and Nuez 2008, Dunwell et al. 2010).  
 
La respuesta celular al estrés requiere la internalización previa de la señal extracelular 
de estrés mediante rutas de transducción de señales. Aunque no se conoce mucho a 
este respecto, se han propuesto algunas señales extracelulares reguladas por proteínas 
homólogas de kinasas (Coronado et al. 2002, Testillano et al. 2005) como 
intermediarios de la transducción de la señal extracelular de estrés para la activación 
de programas de expresión génica (Segui-Simarro and Nuez 2008). 
Asimismo, en relación a la respuesta celular al estrés, se han descrito cambios en la 
síntesis de proteínas de choque térmico (HSP) en varias especies después de 
tratamiento de estrés como la exposición de calor, colchicina o ayuno durante la 
embriogénesis de microsporas (Cordewener et al. 1995, Zarsky et al. 1995, Smykal 
2000, Segui-Simarro, Testillano and Risueño 2003). De hecho, se piensa que las HSPs 
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tienen un papel citoprotector en relación a la tolerancia al estrés (Segui-Simarro and 
Nuez 2008). 
 
Por otro lado, para la inducción del programa de embriogénesis la célula debe 
cancelar previamente el programa de desarrollo gametofítico. El bloqueo de la 
síntesis y la eliminación de las reservas de almidón (marcador de la maduración del 
polen) son factores clave en este proceso. De hecho, se ha observado la regulación a 
la baja de genes implicados en la biosíntesis y acumulación de almidón (Maraschin et 
al. 2006). En paralelo, una especie de programa de desdiferenciación parece operar 
para limpiar el citoplasma de moléculas relacionadas con la microgametogénesis 
(Maraschin et al. 2005, Segui-Simarro and Nuez 2008). 
En este trabajo se aborda el estudio de algunos mecanismos moleculares y celulares 
que tienen relación de forma directa o indirecta con los primeros momentos de la 
inducción a embriogénesis mediante choque térmico.  
1.3 LA PARED CELULAR 
La pared celular vegetal es la capa externa que rodea la membrana plasmática de 
células vegetales. Se trata de un compartimento muy dinámico, con una estructura 
compleja que influye en la determinación del tamaño y la forma de la célula, así como 
en su crecimiento y desarrollo, en la comunicación intercelular y en la interacción de 
la célula con el entorno (Knox 2008). 
 
1.3.1 Composición de la pared celular. 
Generalmente, la estructura de la pared celular vegetal está formada por tres partes 
fundamentales.  
- Pared primaria, capa más externa, que se forma inmediatamente después de la 
división celular. Está constituida por microfibrillas de celulosa embebidas en 
sustancias pépticas y proteicas.  
- Pared secundaria, capa adyacente a la membrana plasmática. Se forma en algunas 
células una vez que se ha detenido el crecimiento celular y comienza la 
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especialización de cada tipo celular. Está compuesta básicamente por fibras de 
celulosa y hemicelulosa.  
- Lamina media. Es una estructura formada principalmente de sustancias pépticas, 
que se encarga de unir las paredes primarias de dos células contiguas.  
 
La pared celular primaria está compuesta fundamentalmente por polisacáraridos, 
enzimas y proteínas estructurales, que cambian su composición y distribución 
durante el crecimiento y diferenciación celular (Barany et al. 2010a). Los polisacáridos 
de la pared celular, se clasifican en 3 grupos: celulosa, hemicelulosa y pectinas.  
 
La celulosa es uno de los principales polisacáridos de la pared celular, que consiste en 
un polímero de (1,4)-β-D-glucosa dispuesto en microfibrillas. La rigidez estructural y 
la resistencia de la pared celular dependen de la integridad de la red formada por la 
celulosa y los glucanos entrelazados.  
 
Figura 1.13. Estructura de la pared celular (Lodish et al., 2001). 
 
El xiloglucano (XG) representa la mayor parte de la hemicelulosa llegando a formar 
hasta el 30% en peso seco de la pared celular primaria. La modificación de XG 
catalizada por enzimas específicas, es un proceso clave para la expansión celular 
durante el crecimiento celular (Barany et al. 2010a). El metabolismo del XG, aumenta 
durante el crecimiento de la célula vegetal, contribuyendo a la extensión de la pared 
celular.  
 
Las pectinas son el principal componente de la pared celular primaria en especies 
dicotiledóneas, donde generalmente comprenden el 30-35% del peso seco de la pared 
celular (Pelloux, Rusterucci and Mellerowicz 2007, Smith and Harris 1999).  
 
 
Figura 1.14. Representación esquemática de la pared celular (Somerville et al., 2004). 
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1.3.2 Pectinas. 
El término pectina engloba una familia compleja y heterogénea de polisacáridos que 
tienen en común la presencia de ácido galacturónico (GalA) y rhamnosa (Rha) 
(Willats et al. 2001). Se diferencian 4 dominios de polisacáridos principales: 
homogalacturonano (HGA), rhamnogalacturonano I (RGI), rhamnogalacturonano II 
(RGII) y xilogalacturonano (XGA), que difieren en la estructura de la macromolécula 
y en la diversidad de sus cadenas laterales (Willats, Knox and Mikkelsen 2006, 
Pelloux et al. 2007, Caffall and Mohnen 2009). 
Las pectinas se sintetizan a partir de nucleótidos azucarados por al menos 53 
glicosiltransferasas diferentes, localizadas en el cis-Golgi y que después son secretadas 
en la pared celular (Willats et al. 2001, Willats et al. 2006). Su estructura puede ser 
alterada de forma significativa, por la actividad de enzimas específicas de pared 
celular, a lo largo del desarrollo (Willats and Knox 1999). Estos cambios tienen un 
papel crucial en varios procesos de desarrollo y crecimiento en la planta. En 
particular, HGA, el principal componente pectídico, compuesto por residuos de 
(1,4)-α-D-ácido galacturónico (GalA), es metilesterificado en el carboxilo de la 
posición 6, en el Golgi-medio por pectinmetiltransferasas, y depositado en la pared 
celular en una forma altamente metilesterificada (70-80%)(O’Neill 1990). 
El grado de metilesterificación de HGA está controlado por la enzima 
pectinmetilesterasa (PME), que está regulada a su vez, por el pH de la pared celular, 
por inhibidores endógenos (PMEi) (Pelletier et al. 2010) e incluso, es posible que 
también por dominios intramoleculares “PMEi like” (Bosch, Cheung and Hepler 
2005, Juge 2006, Rockel et al. 2008).  
 
La proporción de pectinas esterificadas y no esterificadas y su distribución en la 
pared de las células vegetales está relacionada con distintos procesos (Goldberg, 
Morvan and Roland 1986, Dolan, Linstead and Roberts 1997, Hasegawa et al. 2000, 
Domozych et al. 2006). Parece que contribuyen a la adhesión celular y que juegan un 
papel importante en las propiedades mecánicas de las células vegetales (Ryden et al. 
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2003, Baluska et al. 2005), ya que su desesterificación da lugar a la formación de 
puentes de calcio que proporcionan rigidez a la pared celular. 
Por otro lado, las pectinas también forman parte de capas concretas de la pared del 
grano de polen, especialmente, la primexina (Hess and Frosch 1994, Majewska-Sawka 
and Rodriguez-Garcia 2006), la intina (Heslopharrison 1979, Bedinger 1992, 
Geitmann et al. 1995, Li et al. 1995) y las zonas de apertura del polen, con 
acumulaciones masivas (Taylor and Hepler 1997) Barany et al. 2010b). 
 
1.3.3 Pectinmetilesterasas 
Las enzimas PME (PME, EC 3.1.1.11), que pertenece a la clase 8 de carbohidrato-
esterasas, se encuentran unidas a la pared celular mediante interacciones (Coutinho et 
al. 2003).  
En los últimos años, han aumentado los datos sobre las funciones de las PMEs en 
plantas, que incluyen datos genómicos que muestran que las PMEs pertenece a una 
gran familia de múltiples genes cuya estructura primaria y cuaternaria están muy 
conservadas en los taxones vegetales (Pelloux et al. 2007). La secuenciación del 
genoma de Arabidopsis, ha contribuido a la identificación de 67 genes relacionados 
con PME en esta especie.  
Generalmente, las PMEs son sintetizadas como pre-pro-proteínas. La región pre o 
péptido señal es necesaria para dirigir la proteína al retículo endoplásmico. A 
continuación, la pro-PME es secretada al apoplasma a través de la región cis hasta la 
región trans del Golgi y solo la parte madura de PME (sin la región pro) se encuentra 
en la pared de la célula (Micheli 2001)(Fig. 1.15). 
 
 
Figura 1.15. Hipótesis de la co-secrección de pectinas y PME al apoplasma (Micheli, 2001). 
Aunque el papel de la región pro no se conoce, existen varias hipótesis: puede jugar 
un papel importante en la función biológica de PME, puede dirigir a la PME a la 
pared celular, puede que actúe como una chaperona intramolecular permitiendo la 
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conformación adecuada de PME o puede actuar como inhibidor de la actividad 
enzimática de PME, para prevenir la des
su inserción en la pared celular
inhibidor de PME identificado en kiwi, apoyan esta última hipótesis
al. 2000).  
 
La estructura tridimensional de 
estudios de difracción de rayos X 
una estructura hélice β plegada h
residuos de ácido aspártico (D136, Q135) en el centro, dos glutaminas 
y un residuo de arginina (R225)
hendidura de unión a pectinas.  
 
 
PME cataliza la desesterificación
vegetal, de manera que los grupos carboxilo quedan 
que se produce la liberación de m
protones en el proceso (Moustacas et al. 
1991) (Fig. 1.17). 
  
Figura 1.17. Desesterificación de pectinas por la acción de pectinmetilesterasas
 
Hasta hace algunos años, se asumía de forma general que las PME de plantas 
actuaban de forma linear sobre los residuos de HGA de las pectinas, produciendo 
bloques de carboxilos libres cargados 
esterificación prematura de pectinas antes se 
. La similitud observada entre la región pro 
 (Camardella et 
la PME de raíz de zanahoria identificada mediante 
(Johansson et al. 2002) revela que la enzima 
acia la derecha (Fig. 1.6). El sitio activo contiene dos 
(Q113, Q135)
 localizados en la superficie de la hélice β
 específica de HGA dentro de la pared celular 
cargados negativamente a la vez 
etanol y 
 (PMEs) 
negativamente, que pueden interactuar con 
Figura 1.16. Estructura tridimensional de la 
proteína PME (Johansson et al., 2002).
y el 
tiene 
 
 en la 
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iones de calcio (Goldberg et al. 1986) y aumentar la rigidez de la pared celular; 
mientras que las PME de hongos y bacterias tenían una actividad al azar, 
promoviendo la liberación de protones al medio que pueden estimular la actividad de 
hidrolasas de la pared celular como poligalacturonasas y pectoliasas, (Nari et al. 1986, 
Moustacas et al. 1991) que pueden actuar degradando pectinas y por lo tanto, 
aumentando la flexibilidad de la pared celular.  
Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la actividad de PME también 
depende de pH y el grado inicial de metilesterificación de pectinas. De manera que 
algunas isoformas pueden actuar al azar bajo condiciones de pH acídico pero 
linealmente bajo condiciones de pH alcalino. Y a un pH dado, algunas isoformas son 
más efectivas que otras sobre pectinas altamente metilesterificadas (Catoire et al. 
1998, Goldberg 2001).  
Es decir, el patrón de acción de la PME madura en la pared celular está regulado por 
numerosos factores lo que revela la complejidad de estas enzimas (Micheli 2001). 
 
En cualquier case, el papel principal de PME reside en la remodelación de pectinas in 
muro (Pelloux et al. 2007). El balance entre las formas metilesterificadas y 
desesterificadas de HGA es esencial para los mecanismos de la pared y debe estar 
estrictamente regulado durante el crecimiento celular y desarrollo (Ridley, O'Neill and 
Mohnen 2001, Willats et al. 2001, Pelloux et al. 2007, Wolf, Mouille and Pelloux 
2009) 
En los últimos años, se ha demostrado que PME está implicada en una gran variedad 
de procesos fisiológicos y bioquímicos en plantas, incluyendo, extensión de la pared 
celular, adhesión celular, maduración de frutos y senescencia, microsporogénesis y 
crecimiento de tubo polínico, diferenciación celular, germinación de semillas, 
elongación del hipocótilo e incluso en el movimiento sistémico del virus del mosaico 
del tabaco (Tieman and Handa 1994, Wen, Zhu and Hawes 1999, Micheli et al. 2000, 
Chen and Citovsky 2003). 
 
Introducción 
34 
Recientes avances en bioquímica y biología molecular han revelado el gran número 
de isoformas de PME, que sostienen la complejidad de su participación en el 
desarrollo de plantas. La determinación de estas funciones será de gran ayuda para el 
conocimiento del número general de genes de PME en Arabidopsis y permitirán 
elegir estrategias moleculares adaptadas para cada gen de estudio (Micheli 2001).  
 
Las PME han sido muy estudiadas en los procesos de fructificación, dado que su 
acción se relaciona con la dinámica de endurecimiento de los tejidos del fruto, tema 
de gran incidencia agronómica. Sin embargo, casi no hay datos sobre su expresión, 
localización y actividad en muchos procesos de desarrollo, como los analizados en 
esta Tesis.  
 
En esta Tesis Doctoral, se pretende estudiar la importancia de los cambios 
detectados en varios componentes de la pared celular durante el desarrollo 
gametofítico de la célula, así como en las etapas principales de la ruta embriogénica.  
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1.4 MARCAS EPIGENÉTICAS Y DESARROLLO. 
Durante mucho tiempo, el concepto de herencia genética se ha limitado a la 
secuencia del DNA. Sin embargo, en los últimos años se ha producido una 
importante revolución en el campo de la genética como consecuencia de toda una 
serie de observaciones experimentales que indican que la secuencia de DNA por sí 
misma no transporta toda la información necesaria para determinar el fenotipo del 
organismo.  
Así surge el término epigenética, que hace referencia, en un sentido amplio, al estudio 
de todos aquellos factores no genéticos que intervienen en la determinación de la 
ontogenia, es decir, el estudio de cambios heredables en la expresión génica sin 
modificaciones en la secuencia de bases del DNA. 
 
Las modificaciones epigenéticas mejor conocidas son la metilación del DNA, 
modificaciones postrasduccionales de histonas, incluyendo metilación, acetilación, 
ubiquitinación y fosforilación (Jenuwein and Allis 2001) y las interrelaciones del RNA 
no codificante con el DNA (Fig. 1.18). 
Se ha demostrado que el control epigenético de la expresión génica está mediado por 
cambios específicos en la estructura de la cromatina. Por ello, la cromatina es 
entendida hoy en día como una estructura dinámica e interactiva, que sufre continuos 
procesos de modificación y remodelación, como respuesta a procesos de señalización 
celular (Causevic et al. 2005). 
Más allá de la secuencia primaria de DNA en el genoma, la organización cromatínica 
juega un papel fundamental en la determinación de los patrones de expresión génica: 
regiones de eucromatina, menos compactadas, son las más accesibles para la 
transcripción, mientras que las regiones de heterocromatina, altamente compactadas, 
dificultan la transcripción. De este modo, la misma secuencia de genes puede ser 
expresada correctamente o silenciada transcripcionalmente, según si se trata de una 
región de eucromatina o heterocromatínica.  
Introducción 
36 
 
Figura 1.18. Principales modificaciones epigenéticas (Matouk et al., 2008). 
 
La epigenética se refiere por lo tanto, al control de la expresión génica basado en la 
organización cromatínica en vez de la información genética de la secuencia de DNA 
primaria (Bender 2004).  
 
1.4.1 Metilación del DNA.  
La metilación del DNA es una modificación epigenética en el genoma de plantas y 
animales, que constituye un mecanismo muy poderoso para la regulación de la 
expresión génica (Zemach and Grafi 2007), ya que reprime la transcripción al impedir 
la accesibilidad de la secuencia del DNA a los factores de transcripción que 
finalmente regulan la expresión génica. 
Esta modificación epigenética puede ser reversible tanto durante el desarrollo como 
en respuesta a diferentes condiciones de estrés, en animales y plantas (Chinnusamy 
and Zhu 2009). 
La incorporación química de un grupo metilo en la posición C5 del anillo 
pirimidínico del nucleótido citosina del DNA, supone la forma de metilación del 
DNA más frecuente y su papel en el desarrollo de procariotas y eucariotas ha sido 
objeto de numerosos estudios (Finnegan and Kovac 2000). Sin embargo, la adición 
de grupos metilo a bases nitrogenadas puede producirse también sobre residuos de 
nitrógeno no cíclicos de la adenina (N6) o citosina (N4) (Jeltsch 2002, Vanyushin 
2006).  
El DNA de las plantas está altamente metilado, pudiendo tener lugar esta 
modificación en cualquier residuo de citosina del genoma (Vanyunshin et al., 2011). 
No obstante, la distribución de citosinas metiladas no es al azar, sino que en plantas, 
la mayoría de los residuos metilados se producen dentro de regiones 
heterocromáticas transcripcionalmente inactivas, las cuales a menudo, están 
enriquecidas de secuencias repetitivas de DNA (Zemach and Grafi 2007, Furner and 
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Matzke 2011). Mientras que en animales, la metilación de citosinas es predominante 
en secuencias simétricas tipo CG, en plantas es frecuente encontrar citosinas 
metiladas tanto en regiones simétricas CG y CHG, como no simétricas CHH (donde 
H puede ser una citosina(C), una adenina (A) o una timina (T) (Gruenbaum et al. 
1981, Meyer, Niedenhof and Tenlohuis 1994, Furner and Matzke 2011, Law and 
Jacobsen 2010). No obstante, se ha observado que la transmisión clonal de los 
patrones de metilación está restringida a citosinas de secuencias simétricas, de manera 
que la metilación de citosinas de secuencias no simétricas, probablemente no se 
transmite a través de los ciclos de replicación del DNA (Finnegan et al. 1998, 
Mirouze and Paszkowski 2011). 
Hay que destacar que estos patrones no son estáticos en el genoma vegetal, sino que 
existen evidencias que indican que pueden cambiar de forma sustancial según el 
estado de desarrollo y las condiciones ambientales (Mirouze and Paszkowski 2011).  
 
La metilación covalente de la citosina es heredada en una de las dos hebras de DNA 
hijas después de la replicación del DNA, proporcionando una memoria epigenética 
de la huella de metilación original en el dúplex parental del DNA (Bender 2004). 
En la nueva hebra de DNA recién sintetizada, la huella de metilación puede ser re-
establecida, empleando grupos metilo pre-existentes en la hebra complementaria 
como guía. De este modo, la metilación queda establecida y puede ser perpetuada 
indefinidamente, incluso, si el estímulo original para la metilación ya no está presente 
(Fig.1.19). 
 
Figura 1.19. Modelo de la transmisión del patrón de metilación del DNA en la replicación 
 
En la mayoría de los casos donde la huella de la metilación se ha perdido del genoma 
de plantas, generalmente no se debe a un corte directo de la citosinas metiladas, sino 
a un fallo en el mantenimiento de la huella de metilación previa, después de la 
replicación del DNA (Bender 2004). No obstante, en algunos procesos biológicos, 
como la impronta genética (fenómeno genético por el que ciertos genes son 
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expresados de un modo específico que depende del sexo del progenitor) (Gehring, 
Choi and Fischer 2004) la citosina metilada puede ser eliminada por una familia de 
DNA glicosilasas (Law and Jacobsen 2010) que incluye DME (demeter) (Choi Y et 
al., 2002), ROS1, represor del silenciamiento (Gong Z et al., 2002) y DML2 y DML3 
(demeter-like 2 y 3) (Penterman et al. 2007). 
  
La metilación del DNA es esencial para el correcto crecimiento y desarrollo de los 
organismos eucariotas. De tal modo que en animales, alteraciones en los patrones de 
metilación genómica generan daños letales (Li, Bestor and Jaenisch 1992), mientras 
que en plantas, aunque no alcanzan la letalidad, pueden producir disfunciones del 
desarrollo normal de los organismos (Kakutani, Jeddeloh and Richards 1995, 
Finnegan, Peacock and Dennis 1996, Finnegan et al. 1998, Finnegan, Peacock and 
Dennis 2000). 
En plantas, la metilación del DNA ejerce un papel fundamental en el desarrollo y 
crecimiento del organismo (Vanyushin 2006, Valledor et al. 2007, Meijon et al. 2010).  
Se han descrito diversos procesos morfogénicos y de desarrollo en los que la 
metilación juega un papel fundamental (Grant-Downton and Dickinson 2005, Grant-
Downton and Dickinson 2006, Valledor et al. 2007) ya sea como posible herramienta 
de adaptación rápida a las condiciones externas favorables o desfavorables, o bien, 
como mecanismo regulador del desarrollo normal de la planta.  
Por un lado, la abundancia de metiltransferasas en plantas, la presencia de dos 
códigos distintos de metilación (sobre secuencias CG o CHG), la existencia de la 
familia de enzimas CMT, entre otras singularidades, pueden estar relacionadas con la 
naturaleza sésil de las plantas, que no les permite escapar de aquellas condiciones 
ambientales que les resultan desfavorables, aportándoles un mecanismo regulador 
adicional de gran plasticidad. Las plantas requieren de una adaptación muy eficiente 
de su programa genético a las condiciones microambientales de los hábitats en los 
que se desarrollan. Dado que estas adaptaciones deben ser reversibles, los 
mecanismos epigenéticos proveen a las plantas de formas de regulación rápidas y 
eficaces que pueden ser reformuladas para cada situación ambiental, figurando la 
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metilación del DNA entre estos mecanismos epigenéticos adaptativos (Hasbun et al. 
2007).  
Por otro lado, la metilación del DNA controla la diferenciación mediante la 
regulación de genes específicos de tejidos y mantiene la estabilidad celular (Fraga and 
Esteller 2007). Se ha visto que el control epigenético juega un papel esencial en el 
proceso de diferenciación celular permitiendo a las células ser reprogramadas para 
generar nuevas rutas de diferenciación (Morgan et al. 2005, Costa and Shaw 2007). La 
metilación del DNA, junto con las modificaciones de histonas, están implicadas en el 
control del estado funcional de la cromatina y la expresión génica (Kouzarides 2007, 
Pfluger and Wagner 2007, Exner and Hennig 2008). Ambos procesos pueden activar 
o reprimir la transcripción a partir de la generación de configuraciones de la 
cromatina abiertas o cerradas, respetivamente. Generalmente, configuraciones de la 
cromatina abiertas, incrementan la accesibilidad al genoma de la maquinaria de la 
transcripción (Reyes 2006, Kouzarides 2007, Pfluger and Wagner 2007). 
 
 
Figura 1.20. Implicación de la metilación del DNA en la transcripción. 
 
Las modificaciones en los perfiles de metilación son responsables de la activación o 
inactivación de genes específicos, mientras que procesos aberrantes de metilación se 
asocian a la pérdida de la impronta genética.  
 
En base a esto, la metilación del DNA ejerce también una función de defensa al 
reprimir la transcripción de elementos móviles o invasivos al genoma, tales como 
transposones o DNA viral, proporcionando estabilidad genética, ya que estos 
elementos se caracterizan por presentar islas CHG a lo largo de su secuencia, que 
cuando se desmetilan, permiten que salten a través del genoma pudiendo interrumpir 
secuencias génicas, provocando el silenciamiento y viabilidad fenotípica (Kubis et al. 
2003). 
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El conocimiento disponible sobre el control epigenético durante la diferenciación y la 
organogénesis es muy limitado (Goodrich and Tweedie 2002). Los niveles de 
metilación de citosinas globales, varían mucho según la especie, órganos y estados de 
desarrollo (Valledor et al. 2007). 
En mamíferos, se han encontrado promotores de genes con regulación dependiente 
de la metilación del DNA, que tienen un papel importante en el desarrollo y la 
diferenciación. En plantas, sin embargo, hay muy poca información sobre los 
mecanismos dependientes de metilación del DNA implicados en el control de la 
diferenciación celular (Berdasco et al. 2008). 
Se necesitan más investigaciones para determinar el papel funcional exacto de la 
regulación génica mediante la metilación de promotores de DNA durante procesos 
de diferenciación celular y en el establecimiento del mantenimiento del estado 
indiferenciado. 
 
1.4.2 DNA metiltransferasas en plantas.  
La metilación de las citosinas del DNA, se lleva a cabo por enzimas DNA 
metiltransferasas, encargadas de catalizar la transferencia de grupos metilo desde S-
adenosilmetionina (SAM) hasta los residuos de citosina (Billen 1968, Lark 1968) en la 
nueva hebra de DNA replicada (Bird 1978), produciéndose metilcitosina y S-
adenosilhomocisteína (SAH) (Fig. 1.21). Cambios en los patrones de metilación entre 
generaciones celulares deben ocurrir por la metilación de novo o por la 
reprogramación de patrones de metilación del DNA entre generaciones (Finnegan 
and Kovac 2000). 
 
Figura 1.21. Mecanismo de acción de las metiltransferasas. 
Las DNA metiltransferasas en bacterias y eucariotas contienen una serie de motivos 
proteicos que constituyen el sitio de unión para el DNA diana y un sitio activo de 
cisteína que cataliza el ataque nucleofílico en la posición 6 del anillo de la citosina 
para facilitar la transferencia del grupo metilo a la posición 5 (Bestor 2000). Además 
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de este dominio catalítico, las metiltransferasas eucariotas también transportan 
extensas secuencias amino terminal que dirigen a la enzima a las regiones genómicas 
adecuadas.  
En plantas, se han caracterizado 3 familias de DNA metiltransferasas 
filogenéticamente relacionadas, pero estructural y funcionalmente diferentes: la 
metiltransferasas I (METI), cromometiltrasferasas (CMT) y “Domain rearranged 
methylases” (DRM) (Finnegan and Kovac 2000). 
 
El primer grupo, METI, engloba a metiltransferasas fundamentalmente de 
mantenimiento de metilación CG, es decir, que restablecen los patrones de 
metilación tras la replicación, empleando como molde hebras hemimetiladas. Este 
grupo se identificó en Arabidopsis a partir de su homología con la región catalítica 
carboxilo terminal de la metiltransferasa de mamíferos, Dnmt1 (Finnegan and 
Dennis 1993), la cual tiene una función similar a MET1 actuando como enzima de 
mantenimiento, perpetuando la metilación específicamente en los sitios GC (Bestor 
2000). No obstante, existen evidencias cada vez más numerosas de que MET1 
también puede actuar con actividad metiltransferasa de novo en nuevas secuencias 
(Gehring and Henikoff 2007), reprimiéndose la metilación de novo en mutantes MET1 
de Arabidopsis (Aufsatz et al. 2004). 
El gen MET1 pertenece a una pequeña familia multigénica de al menos 5 miembros 
(Finnegan and Dennis 1993, Genger et al. 1999), de los cuales se ha caracterizado 
parcialmente cuatro de ellos. Dos de estos genes, MET2a y MET3, se encuentran 
estrechamente ligados, pero los otros dos, MET1 y MET2b, no presentan tal 
vinculación, aunque se sabe con certeza que los cuatro genes proceden del mismo 
gen ancestral (Finnegan and Kovac 2000).  
MET1 es la metiltransferasa predominante en la mayoría de las plantas y se expresa 
tanto en tejidos vegetativos como florales (Ronemus et al. 1996). Por otro lado, 
MET2a y MET2b son transcritos en todos los tejidos, aunque el nivel de 
transcripción es mucho más bajo que el caso de MET1 (Genger et al. 1999).  
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El segundo grupo, las CMTs, se identificó previamente en el genoma de Arabidopsis 
(Henikoff and Comai 1998), aunque posteriores estudios, demostraron que es ubicuo 
en el genoma de plantas (Rose et al. 1998, Papa et al. 2001). Este grupo, se caracteriza 
por la inserción de un cromodominio entre los motivos II y IV del dominio 
conservado de las metiltransferasas (Finnegan and Kovac 2000). Sorprendentemente, 
la combinación del dominio cromo con los motivos catalíticos de la metiltransferasa, 
propio de esta clase, es una característica única del mundo vegetal, ya que no se han 
identificado genes relacionados con CMT en genomas animales o fúngicos (Bender 
2004). 
Dentro de esta familia se han identificado, al menos en Arabidopsis, tres enzimas 
diferentes (CMT1, CMT2, CMT3) (Genger et al. 1999). Todas ellas parecen estar 
involucradas en la transformación del DNA en heterocromatina, siendo responsables 
del mantenimiento de la metilación de los sitios CpNpG y, particularmente, en 
retrotransposones (Lidroth et a., 2001; Tompa et al., 2002).  
 
El tercer grupo, DRM, se identificó mediante el análisis del genoma de Arabidopsis 
por homología con las enzimas Dnmt3 en mamíferos (Cao and Jacobsen 2002). Este 
grupo está compuesto por DRM1 y DRM2, las cuales participan en la metilación 
asimétrica del DNA (Cao and Jacobsen 2002, Cao et al. 2003). 
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1.5 EL NÚCLEO CELULAR. 
En los últimos años se han logrado importantes avances en el conocimiento de la 
organización del núcleo celular. El núcleo está organizado en compartimentos 
estructurales y funcionales, que tienen un gran dinamismo y están implicados en la 
replicación y transcripción del DNA, así como en el procesamiento y transporte de 
los RNAs nucleares (Misteli 2005). 
La replicación es el proceso de síntesis de DNA, mecanismo que permite duplicar los 
cromosomas, portadores de la información genética, antes de cada división celular. 
La transcripción es el mecanismo de síntesis de RNA a partir del molde de DNA. En 
el caso de genes que codifican proteínas, la transcripción permite copiar la 
información del DNA en moléculas de RNA que serán traducidas en el citoplasma 
para generar las proteínas codificadas por los genes.  
El procesamiento del RNA mensajero (mRNA), que codifica proteínas, incluye 
modificaciones esenciales en el RNA naciente ó transcrito primario: a) el “splicing”, 
proceso que conduce a la eliminación de las secuencias intrónicas, no codificantes, b) 
la formación de una caperuza de guanosina metilada en el extremo 5´, modificación 
necesaria para que el mRNA sea reconocido por la maquinaria citoplásmica de 
síntesis de proteínas, el ribosoma, que traduce el mensaje del mRNA en una proteína, 
y c) la poliadenilación, que consiste en la adición de 100 a 200 nucleótidos de adenina 
al extremo 3´(cola de poli A), mecanismo que estabiliza los mRNA y previene su 
degradación por nucleasas. 
 
Durante mucho tiempo, el núcleo celular se consideró como un compartimento 
estructurado estático. No obstante, en las últimas décadas esta visión ha cambiado 
drásticamente, debido principalmente a los avances técnicos en el campo de la 
microscopía. Actualmente, el núcleo celular se considera como un complejo 
altamente organizado y extremadamente dinámico, donde los componentes nucleares 
interaccionan unos con otros y ocupan posiciones específicas, organizadas en 
dominios estructurales y funcionales (Taddei, A et al., 2004; Misteli, T. (2005); 
Esteller, M. (2005) Esteller 2007).  
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De hecho, el núcleo se propone como una entidad con capacidad autoorganización 
(Misteli 2005). 
1.5.1  La arquitectura nuclear / organización nuclear. 
La arquitectura nuclear es el resultado de la heterogeneidad morfológica y funcional 
generada por las diferentes posiciones de los compartimentos subnucleares dentro 
del núcleo. Un dominio nuclear se define como una región dentro del núcleo, que es 
morfológicamente y/o funcionalmente distinta de los alrededores (Misteli 2005).  
 
 
Figura 1.22. Estructura del núcleo (Spector et al., 2001). 
 
La caracterización de los compartimentos nucleares es bien conocida desde los 
clásicos estudios citológicos realizados por Cajal (1910), a escala de microscopía 
óptica, y por Monneron y Bernhard (1969), a escala de microscopía electrónica. Hoy 
en día se sabe que estos compartimentos estructurales disponen de una maquinaria 
molecular muy compleja, parcialmente identificada en los últimos 20 años con 
métodos de inmunofluorescencia e hibridación in situ que utilizan anticuerpos y 
sondas para reconocer proteínas y ácidos nucleicos (DNAs y RNAs) que juegan un 
papel esencial para la fisiología nuclear (Lamond and Earnshaw 1998, Misteli 2005). 
 
En la actualidad, el núcleo eucariótico rodeado de la envuelta nuclear, se considera 
organizado en tres compartimentos principales, el cromatínico o cromosómico, 
donde se distribuyen los cromosomas y se produce la replicación y transcripción del 
DNA, el dominio intercromatínico, que comprende los cuerpos nucleares y otras 
estructuras implicadas en el procesamiento de RNAs nucleares y el nucleolo, 
estructura nuclear mejor conocida, localizada en el dominio intercromatínico. 
  
La envoltura nuclear es característica y exclusiva de los núcleos eucariotas, lo que 
supone un importante avance en la regulación de la expresión génica frente a células 
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procariotas. La existencia de esta envoltura permite que los procesos de transcripción 
y traducción de mensajeros se realicen en compartimentos diferentes. A nivel 
ultraestructural, la envoltura nuclear consta de dos membranas separadas por un 
estrecho espacio perinuclear y contiene numerosos poros nucleares, que son 
estructuras dinámicas cuyo número varía en función de la actividad celular (Alberts et 
al., 1983). 
 
En el dominio cromosómico, la fibra de cromatina correspondiente a cada 
cromosoma particular, no se distribuye al azar en el compartimiento nuclear, sino que 
ocupa una localización específica conocida como dominio o territorio cromosómico, 
una característica que confina la organización espacial dentro del compartimento 
nuclear (Cremer and Cremer 2001).  
La cromatina es el dominio que alberga la información genética de la célula, el 
genoma. Está formada a partes iguales de DNA, histonas y proteínas no histonas. 
Las histonas son las proteínas responsables del empaquetamiento del DNA 
eucariótico en nucleosomas, lo que representa el primer nivel de organización para el 
empaquetamiento de las moléculas del DNA. El empaquetamiento alcanza su 
máximo grado de condensación en los cromosomas metafásicos. También existen, 
aunque en proporciones variables, proteínas de diferentes tipos, comúnmente 
llamadas no histonas, entre las que se encuentran varias polimerasas de DNA y RNA, 
así como proteínas reguladoras (Kornberg and Klug 1981, McGhee and Felsenfeld 
1980). 
La estructura de la cromatina no solo es importante para el empaquetamiento del 
DNA, sino que también juega un papel importante en diversos procesos biológicos 
como la expresión génica, la replicación del DNA y la reparación, la recombinación y 
segregación cromosómica (Fuchs et al. 2006). 
Los diferentes patrones de organización cromosómica se asocian con perfiles de 
expresión génica característicos y propiedades de tinción específicas. Así, la 
eucromatina representa la cromatina descondensada y potencialmente activa, 
mientras que la heterocromatina está condensada y transcripcionalmente inactiva. 
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La región intercromatínica es el espacio nuclear existente entre las masas de 
cromatina condensada. En esta región se lleva a cabo la replicación del DNA, la 
transcripción y el procesamiento temprano de ribonucleoproteínas (RNPs) 
heterogéneas (Fakan y Puvion 1980). Las ribonucleoproteínas (RNPs) están asociadas 
y forman parte de la maquinaria de transcripción y splicing.  
Mediante la técnica de tinción con EDTA (Bernhard et al., 1969), específica para 
ribonucleoproteínas, se ha podido observar que en células eucariotas, las RNPs están 
siempre organizadas como estructuras morfológicamente reconocibles conocidas 
como fibrillas pericromatínicas (FP), gránulos pericromatínicos (GP), localizadas en 
la periferia de la cromatina condensada y gránulos intercromatínicos (GI) localizados 
en el llamado espacio intercromatínico.  
Las FP son finas estructuras fibrilares reconocidas como equivalente morfológico de 
la transcripción (Fakan, 1994, 2004), así como de splicing (Cmarko et al. 1999) e 
incluso del procesamiento del extremo 3´ (Schul, vanDriel and deJong 1996, 
Cardinale et al. 2007). Los GP, están implicados en el almacén y transporte de 
mRNA del núcleo al citoplasma (Fakan, S.1994). Finalmente, los GI representan un 
lugar de almacén para snRNP y factores de transcripción no-snRNP y un posible 
lugar de unión para el ensamblaje de espliceosomas (Misteli and Spector 1998, 
Bogolyubov, Stepanova and Parfenov 2009). La densidad de gránulos y fibras 
presentes en esta región sufre numerosas variaciones en relación al estado funcional 
del núcleo tanto en células animales como vegetales (Bernhard et al., 1971; Fakan y 
Puvion 1980; Testillano et al., 1993b).  
En la región intercromatínica, también se ha descrito la presencia de unas estructuras 
llamadas cuerpos nucleares, que pueden estar asociados o no a las masas de 
cromatina y que en ocasiones, se encuentran en la proximidad del nucleolo (Matera 
1999). Estas estructuras son características de determinados tipos celulares o de 
estadios en diferenciación concretos. Además, algunos cuerpos nucleares como 
“kariosomas” (Sankaran.K and Hyde 1965), cuerpos densos (Jordan et al, 1978) y 
“micropuffs” (Risueno et al. 1978) parecen ser específicos de especies vegetales; 
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mientras que otros como los “coiled bodies” o cuerpos de Cajal se encuentran tanto 
en células animales como vegetales (Medina et al. 1986, Beven et al. 1995, Cioce and 
Lamond 2005). Los cuerpos de Cajal fueron descubiertos por Cajal (1903) en tejido 
nervioso de mamíferos y fueron descritos inicialmente como “cuerpos auxiliares” del 
nucleolo. Los cuerpos de Cajal no están implicados en el procesado del pre-mRNA, 
pero han sido relacionados con el estado de actividad celular, al haberse observado 
un mayor número de ellos en células metabólicamente activas (Andrade et al., 1993; 
Carmo-Fonseca et al., 192; Gall et al., 2000; Straatman et al., 2001; Cioce y Lamond, 
2005; Stanek y Neugebauer et al., 2006).  
Estas estructuras nucleares parecen estar relacionadas con el transporte o retirada de 
factores de transcripción y/o proteínas hacía o desde los lugares de transcripción de 
ambos pre-mRNA y pre-rRNA (Carmofonseca, Ferreira and Lamond 1993, 
Malatesta et al. 1994). 
En el estudio comparativo entre células normales y transformadas se encontraron 
diferencias en cuanto al número de estos cuerpos, sugiriéndose que su presencia 
podría ser el reflejo de un aumento en la actividad metabólica celular (Spector, 
Okeefe and Jimenezgarcia 1993). 
Por último, el nucleolo, compartimento nuclear localizado en el dominio 
intercromatínico, donde en células eucariotas tiene lugar la transcripción de los RNAs 
ribosómicos (rRNA) así como su procesamiento, ensamblaje y transporte en forma 
de partículas preribosómicas (Gossens et al., 1984; Risueño y Testillano 1994; 
Hadjiolov et al., 1985; Risueño y Medina 1986; Raska et al., 2004, 2006; Hernández-
Verdún, 2006). El nucleolo se organiza en torno a la región organizadora nucleolar o 
NOR, que contiene los cistrones ribosómicos. El nucleolo es un orgánulo muy 
dinámico que se organiza y desorganiza en cada ciclo celular y es capaz de responder 
rápidamente a las variaciones en las necesidades metabólicas celulares (Malatesta, 
Zancanaro and Biggiogera 2011), siendo especialmente sensible a las variaciones en la 
síntesis de rRNA (Hernandez-Verdun 2006). 
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1.6 MUERTE CELULAR PROGRAMADA 
La muerte celular programada (MCP) es un proceso genéticamente controlado de 
eliminación celular, esencial para el crecimiento y supervivencia de la planta (Gadjev, 
Stone and Gechev 2008). 
En plantas, la muerte celular programada se ha relacionado con numerosos procesos 
de desarrollo: formación de embriones, degeneración de la aleurona durante la 
germinación de monocotiledóneas, diferenciación de los elementos traqueales en los 
tejidos del xilema, formación del parénquima y tricomas de raíces, degeneración del 
tapetum de anteras, abscisión de órganos florales, remodelación y senescencia de 
hojas, y más recientemente, con la eliminación del polen en procesos de 
autoincompatibilidad (Thomas and Franklin-Tong 2004) , Wang y col. 2009). 
 
El proceso de MCP tiene lugar a través de una serie de eventos celulares 
característicos que terminan con el desmantelamiento de los orgánulos intracelulares. 
 
Figura 1.23. Muerte celular programada en plantas y su implicación en procesos de 
desarrollo y en respuesta a fluctuaciones ambientales (Gadjev et a. 2008) 
 
 
La masiva reorganización del núcleo y la estructura de los orgánulos en células 
apoptóticas tienen como consecuencia la destrucción de toda la maquinaria celular 
biosintética, mientras que la integridad de la membrana plasmática se mantiene, por 
lo que se previene la liberación del contenido celular al espacio extracelular (3-
Malatesta 2011). 
 
En animales, se tiene un amplio conocimiento sobre la muerte celular programada, 
sin embargo, el conocimiento acerca de los mecanismos genéticos que regulan y 
ejecutan la MCP en plantas es más limitado. 
En células vegetales, la función fisiológica de MCP y los posibles mecanismos 
implicados en el proceso, se conocen muy poco y son objeto de numerosas 
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investigaciones Burbridgeet al. 2006; Bozhkov et al. 2005; Suarrez et al. 2004; Reape 
et al. 2008). Los estudios más recientes revelan distintos detalles de este proceso, 
contribuyendo a la mayor comprensión de la maquinaria que lo controla. 
 
1.6.1 Características de la muerte celular programada en plantas 
El proceso de muerte celular programada en vegetales comparte características 
morfológicas y bioquímicas con el fenómeno de apoptosis en animales, (Lam 2004) 
incluyendo contracción del citoplasma, condensación y agregación de la cromatina y 
fragmentación del DNA nuclear (Cohen 1993, Wang et al. 1996). Estos procesos 
requieren síntesis de novo de proteínas y son independientes de factores externos, al 
contrario de lo que ocurre en la necrosis, la cual no depende de un control genético 
específico, ni de la actividad celular (Van Breusegem and Dat 2006). 
 
La muerte celular programada en plantas presenta unos atributos especiales, que se 
deben principalmente a la pared celular, la cual impide la eliminación de la célula 
muerta por las células colindantes. Además, orgánulos específicos de plantas como 
vacuolas y cloroplastos, contribuyen de forma importante en el proceso de muerte 
celular y en la determinación de las características únicas de este proceso en plantas. 
En la mayoría de los casos, al producirse muerte celular programada, se mantiene la 
pared celular tras la descomposición de los protoplastos y la reutilización de sus 
componentes. Este es el caso de la formación de los elementos traqueales en los que 
no solo permanece la pared celular, sino que además se produce un reforzamiento de 
la misma (Nakashima et al. 2000). 
 
Las vacuolas son un elemento crucial en la mediación de la lisis celular, además de ser 
depósito de numerosos metabolitos e intervenir en la defensa y el reciclado de los 
componentes celulares. El colapso del tonoplasto y la liberación de proteasas y 
nucleasas acumuladas, se consideran fenómenos comunes a todos los tipos de muerte 
celular programada en plantas. 
Introducción 
50 
Se producen invaginaciones en el tonoplasto, liberando vesículas hacía el interior de 
la vacuola, difíciles de diferenciar en los primeros estadios de muerte celular 
programada. Estos procesos van seguidos de cambios en la morfología nuclear, 
condensación cromatínica y fragmentación del DNA (Gunawardena y col. 2004).  
Las vacuolas son los orgánulos encargados de llevar a cabo la autofagia en plantas 
mientras que en animales son los lisosomas (Bassham 2001).  
En muchos casos las células que sufren muerte celular programada en plantas 
exhiben una morfología típica de muerte celular autofágica: incremento del tamaño 
vacuolar y celular, entrada de orgánulos a la vacuola seguido de la degradación de 
orgánulos y lisis de la vacuola, que da como resultado la muerte celular (Gaffal, 
Friedrichs and El-Gammal 2007) (Fig. 1.24). 
 
Los cloroplastos son una fuente importante de señales que desencadenan la muerte 
celular programada en plantas, tales como, peróxido de hidrógeno (H2O2) o ion 
superoxido (O2) (Koussevitzky col. 2007, Lee y col., 2007, Liu y col., 2007, Wagner y 
col., 2004). Las cadenas de transporte fotosintético producen peróxido de hidrogeno 
e ion superóxido, sobre todo en casos de una alta producción de energía (Gechev et 
al. 2006). 
 
Figura 1.24. Características morfológicas de la muerte celular programada. 
 
El papel regulador de los cloroplastos en la muerte celular programada parece estar 
coordinado con el de las mitocondrias. Las mitocondrias son decisivas en la muerte 
celular de animales; son muchos los agentes letales que las utilizan como blanco, ya 
que tras la muerte se produce la liberación del citocromo c y otras proteínas 
apoptóticas, que inician la activación de las caspasas y la apoptosis. Aunque el papel 
de las mitocondrias en la muerte celular programada en plantas no es tan relevante, 
sin embargo si se han descrito diversos tipos de muerte celular programada en 
plantas en los que está implicado el citocromo c: muerte celular inducida por choque 
térmico, muerte celular asociada a la formación de elementos traqueales e incluso 
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muerte celular producida como consecuencia de las reacciones de 
autoincompatibilidad (Balk y col., 1999; Yu y col., 2002, Thomas and Franklin-Tong, 
2004). 
Todo este proceso de muerte celular programada se lleva a cabo mediante una 
compleja ruta molecular mediada por proteasas específicas, que juegan un papel 
fundamental en el proceso, son las caspasas (“cysteine aspartyl-especific proteases”). 
1.6.2 Caspasas 
Estas proteasas se expresan en la célula de forma constitutiva como proenzimas o 
zimógenos, que se activan por proteólisis tras la estimulación de la vía apoptótica 
(Fig. 1.25). 
En la especie humana se conocen 11 tipos, que se clasifican en dos grupos: caspasas 
iniciadoras y caspasas efectoras o ejecutoras. Las caspasas iniciadoras se activan tras 
la recepción de la señal apoptótica y por autocatálisis por proximidad, transmiten la 
señal a las caspasas efectoras. Por otro lado, las caspasas efectoras son las encargadas 
del desmantelamiento celular mediante la proteólisis de una gran variedad de 
proteínas implicadas en supervivencia celular como proteínas del citoesqueleto, 
proteínas implicadas en la reparación del daño en el DNA y proteínas implicadas en 
el ciclo celular.  
La proteína ejecutora predominante en células animales es la caspasa 3, responsable 
de la mayor parte de los efectos desencadenantes de muerte celular y objeto de 
estudio en esta Tesis. 
 
Figura 1.25. Esquema de activación de las procaspasas. La fragmentación de las pro-
caspasas se realiza específicamente sobre los enlaces Asp-x y dirige la formación de la caspasa 
activa, formada por un heterotetrámero p20
2
 - p10
2 
y la liberación de un predominio. 
(Figura adaptada de Lavrick et al., 2005b). 
Se conocen 3 vías principales que llevan a la activación de caspasas y por lo tanto a la 
muerte celular (Fig. 1.26):  
 
Figura 1.26. Rutas de inducción de la muerte celular programada. 
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1) Vía de activación a través de receptores de muerte o vía extrínseca, en la cual la 
principal responsable de la iniciación del proceso es la caspasa 8. Esta ruta se activa 
tras la unión de distintos ligandos de muerte (TNFα, FAS-L, TRAIL) a sus 
receptores específicos localizados en la membrana celular. Tras esta activación se 
produce la trimerización del receptor y la formación de un complejo multiproteico 
inicial conocido como DISC (complejo inductor de señales de muerte) sobre el cual 
se recluta la caspasa iniciadora 8 que se autoactiva por aproximación (Strasser et al., 
2000; Igney and Krammer 20002; Lavrik et al., 2003; Lavrik et al., 2005). 
 2) Vía mitocondrial o ruta intrínseca; activada principalmente como respuesta a 
daños celulares producidos por radiación ultravioleta, grandes genotóxicos y retirada 
de factores de crecimiento. Se caracteriza por la liberación de proteínas 
mitocondriales al citoplasma (citocromo c entre otras) y la activación de la caspasa 
iniciadora 9 mediante la estructura proteica denominada apoptosoma (li et al. 1997). 
Esta ruta está controlada por proteínas de la familia Bcl-2 (Green and Reed, 1998). 
En plantas, aunque se ha descrito la traslocación del citocromo c al citoplasma, su 
posible función como señal de muerte celular no se ha demostrado aún, sino tan sólo 
como una consecuencia de la destrucción de la mitocondria (Lam 2004). Estudios 
recientes indican que la rotura de la permeabilidad de la mitocondria podría estar 
relacionada con la inducción de muerte celular en algunos sistemas de plantas (Lam E 
2004), pero se requieren más estudios genéticos y moleculares para el entendimiento 
del mecanismo implicado.  
3) Vía dependiente de retículo endoplásmico, descrita en modelos murinos, aunque 
no está muy clara el papel del retículo en la activación de apoptosis en humanos. 
 
En plantas, aunque se ha observado una actividad proteolítica similar a caspasas, en 
el genoma de Arabidopsis no se ha conseguido identificar el gen que codifica para 
enzimas caspasas. Así surgió el término metacaspasas, consideradas como candidatas 
de regulación y ejecución de la MCP en plantas (van der Hoorn and Jones 2004) . 
Estas enzimas, presentes en plantas, hongos y protozoos, se definen como ortólogos 
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La microspora o grano de polen inmaduro sigue un desarrollo gametofítico in vivo, 
que da lugar al grano de polen maduro o gametofito masculino. Mediante la 
aplicación de un tratamiento de estrés in vitro, la microspora puede desviar su ruta de 
desarrollo gametofítico y reprogramarse hacia una ruta embriogénica con la 
formación de un embrión, proceso conocido como embriogénesis del polen. Este 
sistema constituye una potente herramienta biotecnológica en mejora vegetal para la 
generación rápida de nuevas variedades mediante plantas doble-haploides. El 
desarrollo esporofítico y gametofítico del polen en la antera está asociado al correcto 
desarrollo del tapetum o tejido nutricio de la antera, que una vez finalizada su 
función sufre una degeneración mediante muerte celular programada (MCP), 
asumiendo posteriormente esta función la célula vegetativa hasta la formación de los 
gametos a partir de la célula generativa. 
 
En esta Tesis, se plantea el estudio de diferentes aspectos de la fisiología del proceso 
in vitro de embriogénesis del polen en comparación con el desarrollo gametofítico del 
polen, centrándose en los sucesos de MCP, los marcadores de embriogénesis, la 
dinámica de la pared celular y la metilación del DNA, con el objetivo de comprender 
los mecanismos que controlan la reprogramación celular mediante tratamientos de 
estrés y la adquisición posterior de competencia embriogénica. Por otro lado, debido 
a la importancia de la MCP y la metilación del DNA durante la reprogramación a 
embriogénesis inducida por estrés, se plantea también el estudio de la dinámica de 
estos dos procesos durante la diferenciación del polen in vivo, especialmente durante 
el desarrollo y MCP del tapetum.  
 
Para este estudio se ha empleado fundamentalmente la especie modelo Brassica napus, 
más susceptible de inducción a embriogénesis, y en objetivos específicos se ha 
realizado un estudio comparativo con Nicotiana tabacum, especie herbácea y Olea 
europea, especie leñosa de gran interés económico pero muy recalcitrante, en la que los 
sistemas de cultivo in vitro están todavía en desarrollo. El abordaje experimental ha 
sido el empleo de técnicas citoquímicas para la detección in situ de diferentes 
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componentes celulares (Azul de Toluidina, Calcofluor White para celulosa, tinción 
con I2KI para almidón y Azul de Evans para detección de muerte celular) e 
inmunocitoquímicas con anticuerpos específicos (Jim7, Jim5, que reconocen pectinas 
con diferente grado de esterificación, anti-RNA, anti-5mdC para detectar citosinas 
metiladas y anti-caspasa 3 para detectar MCP), ensayos inmunoquímicos de “Dot 
blot” y “Western blot”, ensayos de actividad enzimática, estudios de expresión génica 
mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) y PCR semicuantitativa y 
electroforesis capilar de alta resolución (HPCE) para cuantificar el grado de 
metilación global del DNA y herramientas de transformación transitoria con GFP. 
 
Para la realización de este estudio se proponen los siguientes objetivos: 
1. Optimización de cultivo in vitro de microsporas aisladas de Brasssica 
napus L para una mayor eficiencia de inducción a embriogénesis, germinación 
de embriones y conversión a plantas adultas determinando además, mejores 
condiciones de crecimiento de la planta donadora.  
 
2. Análisis de otras respuestas celulares al estrés inductor de embriogénesis 
en cultivo de microsporas. Evaluación del comportamiento del cultivo, 
determinándose los niveles de muerte celular y sus efectos. Identificación de 
características de muerte celular programada (MCP): actividad enzimática 
caspasa 3 y localización de proteínas tipo caspasa 3 activa. 
 
3. Búsqueda e identificación de marcadores de embriogénesis. 
Determinación de cambios a nivel celular y subcelular en la organización del 
núcleo, citoplasma y pared celular, que acompañan a la reprogramación de la 
microspora a embriogénesis, en comparación con la ruta gametofítica. 
 
4. Análisis de la distribución diferencial de componentes de la pared 
celular asociada a la reprogramación del polen a embriogénesis en 
relación con procesos de proliferación y diferenciación. Estudio de la 
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proporción y distribución de pectinas esterificadas y no esterificadas de la pared 
celular. Análisis de los patrones de expresión in situ del gen pectinmetilesterasa 
(PME) que codifica para la enzima PME, implicada en la regulación del grado 
de esterificación de pectinas de la pared celular y localización subcelular in vivo 
de la proteína PME mediante tecnología GFP. Estudio comparativo del nivel 
de expresión y distribución de PME en embriones cotiledonares cigóticos y 
derivados de microsporas. 
 
5. Análisis de la dinámica de metilación del DNA durante el desarrollo 
gametofítico y la reprogramación del polen a embriogénesis. Puesta a 
punto del sistema de cuantificación de metilación global mediante HPCE para 
nuestro material de estudio. Determinación del nivel de metilación global del 
DNA y su patrón de distribución nuclear en relación a la dinámica de la 
arquitectura nuclear. Análisis de los patrones de expresión in situ del gen DNA 
metiltransferasa I (METI), que codifica para la enzima MET1, principal 
responsable de la metilación del DNA. Estudio comparativo del patrón de 
metilación del DNA y expresión de METI en embriones cotiledonares 
cigóticos y derivados de microsporas. 
 
6. Análisis de la muerte celular programada y la metilación del DNA 
durante la diferenciación del polen in vivo. Caracterización del proceso de 
desarrollo y muerte celular programada (MCP) del tapetum. Localización de 
antígenos análogos a caspasa 3 y determinación de actividad enzimática caspasa 
3. Localización ultraestructural de marcadores nucleares específicos en relación 
a actividad transcripcional y degradación de RNA. Determinación del nivel de 
metilación global del DNA y su patrón de distribución nuclear, en relación a la 
dinámica de la arquitectura nuclear. Análisis del patrón de expresión in situ del 
gen METI. 
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3 MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO 
3.1.1 Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv Petit Habana SR1) 
Las semillas de tabaco de la variedad Petit Habana SR1 se esterilizaron por 
inmersión en hipoclorito sódico comercial al 30% durante 10 min. A continuación, 
se realizaron varios lavados con agua destilada estéril y se dejaron secar al aire 
sobre papel de filtro. 
Las semillas se germinaron en tiestos con una proporción tierra/vermiculita 2:1, en 
una cámara de crecimiento de plantas con 25ºC de temperatura, 80% de humedad 
relativa y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. 
Transcurridos 15 días, aparecieron las primeras plántulas y un mes y medio 
después, éstas empezaron a florecer. 
En el momento de la floración, se seleccionaron diferentes tamaños de botones 
florales para estudios del desarrollo gametofítico del polen in vivo, tanto en anteras 
completas como en microsporas aisladas a partir de las mismas. 
3.1.2 Plantas de colza (Brassica napus L. cv. Topas) 
El crecimiento de las plantas de colza de la variedad Topas se llevó a cabo en 
cámaras de crecimiento con una temperatura de 18ºC, una humedad del 80% y un 
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. 
Transcurridos de 2 a 3 meses desde la siembra de las semillas, las plantas 
empezaron a florecer.  
Los botones florales se emplearon tanto para estudios del desarrollo gametofítico 
del polen in vivo como para el cultivo in vitro de microsporas aisladas. 
3.1.3 Meristemos de raíz de cebolla (Allium cepa L.) 
Se utilizaron bulbos de cebolla de la variedad francesa, obtenidos en el mercado. 
Para su germinación, se eliminaron las primeras capas secas y se lavaron con 
abundante agua para eliminar los inhibidores de la germinación que contienen los 
bulbos comerciales. 
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A continuación, se colocaron en tubos largos y estrechos llenos de agua filtrada, de 
forma que la corona radicular quedase sumergida en la misma. 
Al cabo de varios días a temperatura ambiente se desarrollaron raíces de 3 -4 cm 
de longitud, que brotaron desde la corona radicular quedando sumergidas en el 
agua del tubo que sostiene el bulbo.  
El meristemo se localiza en la zona amarillenta de la punta de la raíz. Las muestras 
se obtuvieron cortando con un bisturí el ápice de la raíz, un poco más largo que el 
meristemo en sí mismo para no dañar el tejido de interés. 
Después de la fijación se cortó el meristemo y se continuó con su procesamiento. 
3.1.4 Microsporas de olivo (Olea europea L.) 
Los botones florales se recogieron en los meses de Abril- Mayo de árboles de olivo 
de los cultivares Cornicabra (Madrid) y Arbequina, del “Olive World Germplasm 
Bank in Córdoba). 
Para los cultivos de olivo, se seleccionaron los botones florales con mayor 
contenido en anteras en fase de microspora vacuolada. 
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3.2 CULTIVO DE MICROSPORAS AISLADAS DE BRASSICA NAPUS L. 
3.2.1 Preparación del medio de cultivo 
Se empleó el medio de cultivo denominado NLN-13 (Lichter, 1982), cuya 
composición se detalla en la tabla 3.1. 
   
Macronutrientes Vitaminas 
KNO3 150 mg Ácido nicotínico 5 mg 
Ca(NO3)2.4H2O 500 mg Piridoxina HCl 05 mg 
MgSO4.7H2O 125 mg Tiamina HCl 0,5 mg 
KH2PO4 125 mg Glicina 2 mg 
NaFe(III)-EDTA 40 mg Biotina 0,05 mg 
Micronutrientes Ácido fólico 0,5 mg 
MnSO4.4H2O 25 mg Complementos 
H3BO3 10 mg L-Glutamina 800 mg 
ZnSO4.7H2O 10 mg L-Serina 100 mg 
Na2MoO4.2H2O 0,25 mg Glutation 30 mg 
CuSO4.5H2O 0,025 mg Mio-inositol 100 mg 
CoCl2.6H2O 0,025 mg Sacarosa 130 mg 
pH 6,0 
Tabla 1. Composición de 1 litro de medio de cultivo NLN-13 
 
La preparación del medio, se realizó a partir de preparados comerciales de la casa 
comercial Duchefa que consistían en una mezcla de sales basales (macro y 
micronutrientes) y vitaminas. Estos componentes, junto con las cantidades 
correspondientes de sacarosa (Merck) y nitrato de calcio (Merck) se diluyeron en 
agua Milli-Q. 
A continuación, se ajustó el pH a 6 y se enrasó a 1L. Finalmente, el medio se 
esterilizó utilizando las unidades de filtración “Sterifil® Aseptic System and 
Holder” (Millipore) con ayuda de una bomba de vacío y se conservó a 4ºC hasta el 
momento de su utilización. 
Se empleó el mismo medio para el aislamiento, inducción y para el cultivo 
posterior. Por este motivo la composición del medio de cultivo consta de una 
elevada proporción de sacarosa, cuyo objetivo es asegurar un adecuado aporte de 
carbono durante todo el tiempo, sin necesidad de renovar el medio.  
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3.2.2 Correlación entre el tamaño de las yemas florales y su fase de 
desarrollo 
Se recogieron yemas florales de diferentes partes de la planta, procedentes de 
inflorescencias con al menos una flor abierta. 
Los botones florales recogidos se clasificaron en 4 grupos según su tamaño, desde 
2,5 mm a 4 mm (en intervalos de 0,5), midiendo de forma estricta desde el 
receptáculo hasta la punta del botón con la ayuda de un calibre. 
A continuación, se realizaron aplastados de los botones florales y se tiñeron con la 
solución 4´6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Serva), agente que tiñe 
selectivamente el DNA (Apartado 3.2.3.1). 
Tras la visualización de los núcleos en un microscopio óptico de fluorescencia 
Zeiss 68105, se identificaron las fases de desarrollo correspondientes a cada caso y 
se estableció una relación entre el tamaño del botón floral y su fase desarrollo. 
3.2.3 Aislamiento de microsporas y puesta en cultivo 
Para realizar el cultivo, se seleccionaron las yemas florales de 3,2 – 3,4 mm de 
longitud, previamente identificadas como las portadoras de un mayor contenido en 
microsporas en su etapa vacuolada y polen bicelular joven, justo tras su primera 
mitosis, ya que éstos son los estadios más sensibles a la inducción a embriogénesis 
por choque térmico. 
 
El aislamiento se realizó en una campana de flujo laminar, utilizando en todo 
momento material previamente esterilizado. 
Las yemas florales seleccionadas se introdujeron en un colador de té, el cual se 
sumergió en una solución de hipoclorito sódico al 2% durante 25 min en agitación 
A continuación, se realizaron 4 lavados de 5 min cada uno con agua estéril 
previamente enfriada a 4ºC, para eliminar los restos de lejía. 
Después de la esterilización, las yemas se pasaron a un mortero de porcelana estéril 
preenfriado. Se añadió 5 ml de medio NLN-13 y se machacó para extraer las 
microsporas. 
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El homogeneizado obtenido, se filtró a través de una malla de nylon con un 
tamaño de poro de 50 µm y se recogió en un tubo de 15 ml estéril (Falcon). A 
continuación, tanto el mortero como la malla, se lavaron con 5 ml de medio para 
intentar recoger todo el material restante. A partir de este momento, la suspensión 
celular se mantuvo a 4ºC constantemente. 
El filtrado, se centrifugó durante 3 min a 4ºC a una velocidad de 1100 rpm en una 
centrífuga Eppendorf 5702RH. 
Se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 10 ml de medio 
fresco. Este paso se repitió tres veces más para eliminar los restos de tejidos 
somáticos. 
Tras el último lavado, la suspensión celular se resuspendió en 10 ml de medio. 
Se tomaron 10 µl de muestra y se dispuso sobre una placa de contaje (cámara de 
Neubauer) previamente limpiada con etanol 70%.  
Tras su recuento en el microscopio óptico Leitz Laborlux 12, se añadió el volumen 
necesario para obtener una densidad celular de 10000 msp/ml, que es la dilución 
óptima de cultivo. 
Aproximadamente 4 ml del volumen final obtenido, se destinó para su cultivo en 
un tipo de placas especiales, “µ-Dish 35 mm, high” (Ibidi), caracterizadas por ser 
de un material plástico de gran calidad óptica, tener una capacidad de 2 ml y una 
altura de 12 mm, lo que permite su uso para microscopía. Finalmente, el resto del 
volumen se distribuyó en placas Petri de 10 cm estériles (Falcon) y se sellaron con 
parafilm.  
Las placas se mantuvieron en oscuridad en estufa a 32ºC hasta que se observaron 
los primeros embriones globulares. En este momento, los cultivos se pasaron a 
una cámara de 25ºC acompañados de agitación en un agitador orbital (Elmi 
Skyline Shaker DOS-20L) a 60 rpm, manteniendo las condiciones de oscuridad. 
3.2.4 Seguimiento del cultivo 
Durante los primeros días tras la puesta en cultivo, se realizó un seguimiento 
exhaustivo de la respuesta de las microsporas al estrés inductor. 
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Por un lado, los cultivos en las placas de Petri, se observaron diariamente bajo la 
lupa (Eliza Tokyo Optical Company). 
Paralelamente, las placas “µ-Dish 35 mm, high” (Ibidi) se observaron en el 
Microscopio Multidimensional Leica AF6000LX, con el fin de documentar el 
proceso bajo contraste de fase. 
Por último, para completar el seguimiento, se tomaron alícuotas de 2 ml, tras el 
aislamiento de las microsporas y cada 3 días, hasta la aparición de los primeros 
embriones. A partir de estas alícuotas se realizaron aplastados que se tiñeron con 
DAPI y se observaron bajo luz UV en un microscopio óptico de fluorescencia 
Zeiss 68105, para comprobar la correcta evolución de los cultivos. 
Al cabo de 20-25 días, se realizó un recuento de los embriones obtenidos por cada 
placa. El recuento se llevó a cabo colocando la placa sin abrir, sobre un papel 
cuadriculado y contando el número de embriones maduros (visibles a simple vista).  
Teniendo en cuenta el número de microsporas inicial, se estimó el porcentaje de 
embriones obtenido respecto a las microsporas de partida. 
3.2.4.1 Tinción con DAPI, para DNA, en aplastados 
Se preparó una solución stock 10 µg/ml en agua destilada a partir del producto 
comercial 4´6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) (SERVA; Ref. 18860) y se almacenó 
a 4ºC. 
La solución de tinción se preparó a partir de la solución stock, a una concentración 
final de 1µg/ml en agua destilada y Triton X-100 al 1% (v/v), para facilitar la 
penetración del DAPI en el tejido. 
La tinción se llevó a cabo según el protocolo de Vergne y col 1987. 
Las alícuotas recogidas se centrifugaron a 1100 rpm durante 3 min a 4ºC. A 
continuación, se descartó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en la 
solución de tinción preparada. Tras su incubación durante 2 -3 h a 4ºC y 
oscuridad, las muestras se centrifugaron de nuevo en las mismas condiciones y se 
descartó el sobrenadante, dejando un volumen aproximado de 50 µl, que se 
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dispuso sobre un portaobjetos y se colocó encima un cubreobjetos y se presionó 
para aplastar la muestra. 
3.2.5 Recogida de muestras 
Se recogieron muestras del cultivo a diferentes tiempos, para la realización de 
posteriores estudios de Biología Celular y Molecular.  
Los tiempos aproximados de recogida de muestras se reflejan en la tabla 3.2. 
 
Tiempo en cultivo Fase del cultivo 
Inicio Predominan microsporas en fase de MV 
3-4 días Predominan estructuras multicelulares con exina. 
8-10 días Predominan estructuras multicelulares con la exina 
14-16 días Predominan embriones en fase globular y corazón. 
20-22 días Predominan embriones en fase torpedo. 
22-24 días Predominan embriones en fase cotiledonar. 
Tabla 2: Tiempos aproximados de recogida de muestras de los cultivos de microsporas de 
B.napus. 
 
Según el volumen final de cada cultivo, se dividieron las placas preparadas, para 
recoger material de todas las fases y para ambos tipos de estudios, destinando 
siempre, un mayor número de éstas a las primeras fases, donde el tamaño de las 
células es menor. 
Cada una de las muestras, se recogieron en tubos de 50 ml (Falcon) y se 
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4ºC en una centrífuga Eppendorf 
5702RH. Se descartó el sobrenadante hasta dejar un volumen aproximado de 1 ml. 
A partir de este volumen, se tomaron las muestras para Biología Celular y 
Molecular. 
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3.2.5.1 Recogida de muestras para estudios de Biología Molecular 
Se pasaron 800 µl, aproximadamente, a un tubo estéril de 1,5 ml (Eppendorf) y se 
centrifugó de nuevo a 13000 rpm durante 5 min en una centrífuga de mesa 
(Eppendorf). A continuación, se descartó el sobrenadante por completo y el 
precipitado se congeló en un baño de nitrógeno líquido. 
Finalmente, las muestras recogidas, se almacenaron a -80ºC hasta el momento de 
uso. 
3.2.5.2 Recogida de muestras para estudios de Biología Celular 
El volumen restante, se pasó a otro tubo de 1,5 ml (Eppendorf) y se centrifugó a 
3000 rpm durante 5 min a 4ºC. A continuación, se retiró el medio completamente, 
y se procedió a la fijación del material (apartado 3.3.1.1). 
 
3.2.6 Germinación de embriones y regeneración de plántulas. 
Los embriones derivados de microsporas se germinaron siguiendo el protocolo 
descrito por Prem et al (2008). Se empleó medio MS (Murashige and Skoog, 1964) 
con sacarosa 2% (p/v) con agar bacteriológico 7 g/l (p/v). Los embriones se 
colocaron sobre un papel Whatman estéril dentro de una placa Petri estéril y se 
procedió a su desecación por aire.  
Después de la desecación de los embriones derivados de microsporas, se procedió 
a su germinación a partir de su cultivo a 18ºC en condiciones de oscuridad hasta la 
activación de la radícula y el cotiledón. Transcurridos 20-24 días en estas 
condiciones, se observó el desarrollo de la radícula. En este momento, los cultivos 
se transfirieron a 25ºC con un fotoperiodo de 16h. Aproximadamente después de 
una semana, se produce la activación de la clorofila y 3 semanas después, se 
desarrollaron plántulas con 3-4 hojas.  
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3.3 TÉCNICAS DE BIOLOGÍA CELULAR 
3.3.1 Procesamiento de muestras para microscopia óptica 
3.3.1.1 Fijación 
La fijación de las muestras se llevó a cabo en una solución de paraformaldehído al 
4% (p/v) en tampón fosfato salino (PBS) (fosfato-K 20 mM, pH 7,3, NaCl 150 
mM) preparado a partir de paraformaldehído en polvo (Merck). 
Para su completa disolución, se calentó en un baño, con una temperatura máxima 
de 60ºC, hasta que se observó la solución completamente transparente. 
Finalmente, se dejó enfriar a 4ºC y se almacenó en alícuotas a -20ºC. 
Las muestras se sumergieron en la solución de paraformaldehído al 4% y se 
desgasificaron durante unos minutos dentro de un desecador conectado a una 
bomba de vacío, para facilitar la penetración del fijador.  
Por último, se mantuvieron en la solución de fijación durante 18 h a 4ºC. 
Tras la fijación, las muestras se lavaron tres veces con PBS durante 10 min para 
eliminar el fijador y se conservaron a 4ºC en una solución de paraformaldehído al 
0.1% (p/v) en PBS, para evitar que la fijación revirtiese.  
De esta forma, las muestras se almacenaron durante semanas. 
3.3.1.2 Inclusión en gelatina 
Las muestras procedentes de células aisladas se incluyeron en gelatina al 15% (p/v) 
en tampón PBS para facilitar su manejo en pasos posteriores.  
El material, previamente fijado, se centrifugó a 3000 rpm durante 5 min a 4ºC en 
una centrífuga Eppendorf 5702RH. A continuación, el precipitado obtenido, se 
resuspendió en un volumen de 100-150 µl de gelatina al 15% en tampón PBS, 
previamente calentada en baño a 37ºC para aumentar su fluidez. Seguidamente, la 
muestra se centrifugó de nuevo a 3000 rpm a 37ºC durante 10 min, e 
inmediatamente se dejó enfriar en hielo durante unos minutos hasta que solidificó. 
A continuación, se añadió 50 µl de tampón PBS para evitar que se secase y 50 µl de 
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paraformaldehído al 4% para endurecer más la gelatina. Finalmente, las muestras 
se mantuvieron a 4ºC durante toda la noche. 
Al día siguiente, las muestras se desmoldaron y se eliminó la gelatina sobrante de la 
parte superior. Mientras que, la gelatina que contenía la muestra, se troceó en 
pequeños bloques, que se almacenaron en PBS a 4ºC. 
3.3.1.3 Deshidratación 
Tras realizar tres lavados con PBS de 5 min cada uno, se inició el proceso de 
deshidratación de las muestras mediante la incubación de las mismas en series de 
acetona de concentración creciente (30%, 50%, 70%, 90% y 100%) (v/v) en PBS, 
durante 60 min en cada solución. La incubación en la solución de acetona 100% se 
repitió tres veces.  
Todo el proceso de deshidratación de las muestras, se realizó a 4ºC. 
3.3.1.4 Infiltración  
Las muestras deshidratadas se infiltraron en Historesin Plus (Technovit 8100), 
resina de naturaleza hidrofílica, muy útil para estudios generales de microscopía 
óptica. 
Se preparó una solución de infiltración a partir de 10 ml de la solución “Base-
Liquid Historesin plus” por 0.06 g del producto “activator” en un recipiente de 
vidrio, de acuerdo con las instrucciones del kit. 
Se añadió esta solución a los eppendorf que contenían las muestras y se mantuvo 
toda la noche a 4ºC en agitación en un agitador rotacional (noria). 
En el caso de muestras de mayor de tamaño, el tiempo de infiltración se 
incrementó hasta 2 días a 4ºC. 
3.3.1.5 Polimerización 
Transcurrido el tiempo de la infiltración, se sustituyó la solución de infiltración de 
las muestras por la solución de inclusión recién preparada a partir de 3 ml de 
solución de infiltración y 0,16 ml de “Hardener” (endurecedor II), de acuerdo con 
las instrucciones del kit. 
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A continuación, se retiró cada una de las muestras de los eppendorf con ayuda de 
un palillo y se colocaron al fondo de unas cápsulas de gelatina (Agar Scientific, 
tamaño num.4), a las que previamente se les añadió una gota de solución de 
inclusión para evitar la formación de burbujas.  
Se orientó la muestra de manera que ésta quedase lo más centrada posible y se 
terminó de rellenar la cápsula con la solución de inclusión. Este procedimiento se 
llevó a cabo sobre un transiluminador para visualizar mejor la muestra y 
comprobar su orientación. 
Por último, se taparon las cápsulas y se mantuvieron a 4ºC durante 24 h.  
3.3.1.6 Obtención de cortes semifinos 
A partir de los bloques de resina polimerizados, se realizaron cortes semifinos de 1 
µm en un ultramicrotomo (LKB Ultrotome III) utilizando una cuchilla de vidrio 
previamente fabricada en un equipo “knifemaker” (LKB Bromma). 
Una vez alcanzada la zona de la muestra en el bloque, los cortes se recogieron con 
ayuda de unas pinzas y se depositaron sobre una gota de agua en un portaobjetos. 
Tras el secado de los cortes en una placa calefactora, se realizaron las diferentes 
tinciones citoquímicas necesarias (Apartado 3.3.6) o bien, se procedió directamente 
al montaje de la preparación, para su observación en contraste de fase. 
Para la puesta en definitivo de las preparaciones sobre el portaobjetos, se empleó 
la resina “Eukitt” (Kindler GmbH & Co). 
Finalmente, los cortes se observaron en un microscopio óptico Zeiss 68105 con 
cámara Leica DFC420C. 
 
3.3.2 Recubrimiento de portaobjetos con APTES 
Este proceso se realizó según el protocolo de Rentrop y col., 1986. Para ello, se 
emplearon portaobjetos multipocillo nuevos, perfectamente lavados con un 
detergente neutro potente y agua destilada. Una vez secados resguardados del 
polvo, se procedió a su recubrimiento. 
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El proceso de recubrimiento se realizó sumergiendo los portaobjetos durante 3 
min en la solución 3-Amino-propil-trietoxi-silano (APTES) (Sigma) al 2% (v/v) en 
acetona pura (Merck), recién preparada. A continuación, los portaobjetos se 
sumergieron en soluciones de acetona y agua destilada tal y como indica la figura 
3.1. 
Finalmente, los portaobjetos se dejaron secar y se guardaron en cajas protegidos 
del polvo hasta su utilización. 
 
 
Figura 3.1: Esquema del proceso de recubrimiento de portaobjetos con APTES. 
 
3.3.3 Obtención de cortes en vibratomo 
Se obtuvieron secciones de 50 µm de grosor, a partir de muestras previamente 
fijadas en paraformaldehído al 4% (p/v) en PBS, en un equipo Vibratomo1000 
(Formely Lancer). 
Tras colocar la cuchilla de acero en la posición correcta y llenar el compartimento 
del equipo con agua destilada, la muestra se fijó directamente, mediante un 
pegamento de contacto a un bloque portamuestras, y se colocó sobre la plataforma 
elevadora del equipo, de manera que tanto la cuchilla de acero, como la muestra 
quedasen sumergidas en agua en todo momento.  
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Figura 3.2. Pegado de la muestra al bloque portamuestras. 
 
Se ajustó el grosor y la velocidad de avance deseada y se procedió al avance de la 
cuchilla sobre la muestra. Al mismo tiempo que la cuchilla avanza sobre la 
muestra, presenta un movimiento de vibración lateral que facilita el corte y evita 
arrastrar el tejido. 
 
Figura 3.3. Vista lateral de un equipo vibratomo. 
 
Tras obtener los cortes en flotación, éstos se recogieron con ayuda de un pincel 
para no dañarlos y se depositaron sobre un portaobjetos multipocillo previamente 
recubierto con 3-APTES (apartado 3.3.2). 
Finalmente, los cortes se dejaron secar al aire protegidos del polvo y se 
almacenaron a -20ºC hasta su momento de uso. 
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3.3.4 Obtención de cortes ultrafinos 
3.3.4.1 Tallado 
Una vez localizada la zona de interés, tras la observación del corte semifino al 
microscopio óptico, se delimitó una región trapezoidal de aproximadamente 1mm2 
de área para la posterior obtención de cortes ultrafinos. 
Esta operación se realizó de forma manual con la ayuda de una cuchilla de acero. 
3.3.4.2 Recubrimiento de rejillas 
Las rejillas empleadas para la recolección de los cortes ultrafinos, se recubrieron 
con una película de Formvar (TAAB) para facilitar su adhesión y estabilidad en la 
manipulación posterior. Para las detecciones in situ, se utilizaron rejillas de níquel 
de 75 mesh. 
Se preparó una solución Formvar 1% (p/v) en cloroformo (Merck), con la que se 
recubrieron portaobjetos de 76x26 mm nuevos. Para este proceso se empleó un 
dispositivo especial que consiste en un recipiente cilíndrico de diámetro 
ligeramente superior a la anchura del portaobjetos, con una llave que permite el 
paso del líquido a una velocidad constante. 
Después de lavar el embudo con cloroformo puro, se rellenó con la solución de 
Formvar 1% preparada en la que se sumergió el portaobjetos. A continuación, se 
abrió la llave del dispositivo para permitir el paso de la solución de Formvar. 
Tras este proceso, el portaobjetos debe presentar una fina película de Formvar sin 
desperfectos.  
Una vez seco, se procedió a separar la película adherida al porta. Para ello, se 
realizaron cortes paralelos a los bordes del portaobjetos y se sumergió en posición 
vertical y muy lentamente, en un recipiente con agua bidestilada. De esta manera, 
la película transparente de Formvar quedó flotando en la superficie del agua. 
Finalmente, las rejillas en la película de Formvar, se recogieron en un papel 
Whatman nuevo, que se conservó en una placa Petri protegido del polvo. 
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3.3.4.3 Obtención de cortes ultrafinos 
La pieza, una vez tallada, se ajustó al cabezal del ultramicrotomo “Ultracut E” 
(Reichert) para ser cortada. Se empleó una cuchilla de diamante (Diatome), que 
consta de una balsa que se llena con agua bidestilada en la que flotan los cortes a 
medida que se desprenden del filo. 
Después de orientar la superficie de corte de forma que quedara paralela al filo de 
la cuchilla, se seleccionó un espesor de corte de 80-90 nm y se aproximó la cuchilla 
a la pieza. Para muestras embebidas en Lowicryl, se emplearon velocidades de 
corte de 1 mm/s, ajustando el selector de la velocidad de retroceso a 2mm/s. Las 
secciones obtenidas se seleccionaron por su espesor, indicado por el color de 
interferencia que presentan, siendo las secciones óptimas aquellas de color 
plateado, las cuales se recogieron sobre la cara mate de rejillas recubiertas. 
3.3.4.4 Tinción de cortes ultrafinos con acetato de uranilo y citrato de 
plomo.  
- Preparación de la solución de acetato de uranilo: 
Se preparó una solución de acetato de uranilo (Merck) al 5% (p/v) en agua 
destilada, se filtró y se almacenó a 4ºC protegida de la luz para evitar la formación 
de precipitados. En el momento de uso, se centrifugó a máxima revolución 
durante 5 min, para evitar la posible presencia de cristales. 
- Preparación de la solución de citrato de plomo: 
Se preparó una solución de citrato de plomo según el método de Reynolds 
(Reynolds, 1963) a partir de dos soluciones stock de nitrato de plomo 1M y citrato 
trisódico 1M, y de una solución de NaOH 1M, preparada en el momento, con 
agua recién hervida a fin de evaporar la mayor cantidad posible de gases disueltos 
en ella. 
Se añadió 3 ml de la solución stock de nitrato de plomo 1M a 16 ml de agua 
destilada recién hervida. A continuación, se agitó la mezcla y se añadió 2 ml de la 
solución stock de citrato trisódico 1M, formándose un precipitado denso. Se agitó 
hasta la completa disolución del precipitado y se añadió 4 ml de la solución de 
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NaOH 1M poco a poco, y en agitación continua, hasta que la solución se tornó 
completamente cristalina. 
Por último, se añadió un chorro de parafina líquida a la solución resultante para 
mantenerla aislada del contacto con el aire.  
Esta solución puede mantenerse a temperatura ambiente. 
- Tinción con acetato de uranilo y citrato de plomo 
Las rejillas con los cortes de Lowicryl se hicieron flotar durante 25 min sobre gotas 
de acetato de uranilo de aproximadamente 10 µl, dispuestas sobre una lámina de 
Parafilm, protegidas de la luz. Transcurrido este tiempo, las rejillas se lavaron 
durante 1 min con abundante agua bidestilada, mediante el empleo de un frasco 
lavador. Se dejaron secar en estufa a 37ºC durante al menos 10 min. A 
continuación, los cortes se tiñeron con citrato de plomo durante 5 seg. El citrato 
de plomo se recogió con una pipeta Pasteur de punta larga con la que se atravesó 
la capa de parafina del tubo que contenía la solución de citrato de plomo. Tras 
romper la punta para eliminar los restos de parafina, se depositó la gota de la 
solución de tinción sobre una lámina de Parafilm colocada dentro de una placa 
Petri con varias pastillas de NaOH para evitar la precipitación del plomo.  
Finalmente, las rejillas se lavaron y secaron de la misma forma que tras la tinción 
con acetato de uranilo. 
 
3.3.5 Criotécnicas 
3.3.5.1 Crioinclusión en Lowicryl K4M tras deshidratación por PLT 
Lowicryl K4M es una resina hidrofílica de naturaleza acrílica, de forma que la 
superficie del corte ultrafino que se obtiene es muy rugosa, dejando un mayor 
número de epítopos accesibles para la reacción con anticuerpos. 
Esta resina necesita irradiación ultravioleta (UV) y ausencia de oxígeno, para su 
polimerización a -30ºC. 
La deshidratación mediante el método PLT (Progressive Low Temperature) , la 
infiltración y la posterior polimerización, se realizaron en el sistema AFS (Leica, 
Material y Métodos 
89 
Viena) que permitió el procesado completo de la muestra bajo condiciones de 
temperatura y tiempo programables y controlables en todo el momento. 
El método PLT consiste en una disminución de forma progresiva y controlada de 
la temperatura de la muestra, hasta alcanzar la temperatura de -30ºC, necesaria para 
la polimerización del Lowicryl, lo cual conlleva una mejora de la ultraestructura al 
mismo tiempo que se preserva la reactividad antigénica de la muestra, frente al 
procesado normal para la inclusión en Lowicryl. 
3.3.5.1.1 Fijación  
La fijación se llevó a cabo en una solución de paraformaldehído 4% (p/v) en 
tampón PBS. (Ver apartado 3.3.1.1) 
3.3.5.1.2 Inclusión en gelatina. 
Las muestras de microsporas aisladas se embebieron en gelatina al 15% (p/v) en 
tampón PBS, de forma análoga a la descrita en el apartado 3.3.1.2. 
3.3.5.1.3 Deshidratación por el método PLT 
Antes de comenzar con el proceso de PLT, se llenó el tanque del equipo AFS con 
nitrógeno líquido y se esperó a que éste alcanzase la temperatura de 0ºC. Se 
prepararon los contenedores de las muestras con las cápsulas de plástico especiales 
para AFS (13mm de diámetro y 18mm de altura) caracterizadas por tener una serie 
de perforaciones en su base que permiten el intercambio de fluidos entre su 
interior y el recipiente que las contiene, donde se añadieron las diferentes mezclas.  
A continuación, las muestras se lavaron con tampón PBS (3 lavados de 10 min 
cada uno) y se introdujeron en el fondo de las cápsulas, donde permanecieron 
durante todo el proceso deshidratación, infiltración e incluso polimerización. 
La deshidratación se llevó a cabo mediante la incubación con soluciones de 
metanol de concentración creciente (30, 50, 70, 100%) (v/v) preparadas en agua. 
El proceso comenzó a 0ºC y finalizó a -30ºC, mediante una sucesión de rampas de 
descenso de temperaturas y mesetas en las que la muestra se deshidrató. 
 Los tiempos y temperaturas de deshidratación se detallan en la tabla 3. 
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 Temperatura Tiempo 
Metanol 30% 0 ºC 30 min 
Metanol 50% -15 ºC 30 min 
Metanol 70% -30 ºC 30 min 
Metanol 100% -30 ºC 30 min 
Metanol 100% -30 ºC 30 min 
Metanol 100% -30 ºC 30 min 
Tabla 3. Protocolo de deshidratación 
 
3.3.5.1.4 Infiltración  
Las muestras deshidratadas, se infiltraron en la resina Lowicryl K4M (TAAB). Esta 
resina se preparó a partir de tres componentes que se mezclaron en la siguiente 
proporción: 2,7gr de crosslinker, 17,3gr de monómero B y 0,1gr de iniciador 
(benzoín etileter). Esta mezcla se preparó en campana de extracción con 
protección de guantes y mascarilla, ya que los vapores de Lowicryl son muy 
tóxicos y el contacto con la piel puede provocar alergia a largo plazo. 
La infiltración también se llevó a cabo en el sistema AFS, bajo una temperatura 
controlada y constante en todo momento, con las combinaciones indicadas en la 
tabla 4. 
 
 Temperatura Tiempo 
Metanol 100% : Lowicryl (1:1) -30 ºC 60 min 
Metanol 100% : Lowicryl (1:2) -30 ºC 60 min 
Lowicryl K4M -30 ºC 60 min 
Lowicryl K4M -30 ºC 18 h 
Lowicryl K4M -30 ºC 24 h 
Tabla 4. Protocolo de infiltración. 
 
3.3.5.1.5 Encapsulado y polimerización 
Para el encapsulado, las muestras en las cápsulas perforadas se introdujeron a su 
vez en otras cápsulas convencionales de gelatina (Agar Scientific, tamaño num.4), 
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para evitar la pérdida de resina durante las primeras horas del proceso de 
polimerización. Tras orientar correctamente las muestras, las cápsulas se rellenaron 
completamente con resina Lowicryl recién preparada. Finalmente, las cápsulas se 
mantuvieron tapadas y en recipientes en los que la base de las cápsulas estuvo en 
contacto con etanol 96º, para favorecer la disipación del calor producido por la 
reacción exotérmica de polimerización.  
El proceso se inició a -30ºC y tras un incremento lento y progresivo de la 
temperatura, se finalizó a 22ºC (Tabla 5). La polimerización se completó después 
de 92 h, durante las cuales se conectó la lámpara del equipo AFS para el suministro 
de la luz UV necesaria para la correcta polimerización. 
 
Temperatura 
Inicio 
Temperatura 
Final 
Tiempo 
(h) 
-30 ºC -30 ºC 62 h 
-30 ºC 22ºC 6 h 
22 ºC 22ºC 24 h 
Tabla 5. Protocolo de polimerización. 
 
3.3.5.2 Obtención de criocortes 
3.3.5.2.1 Crioprotección en sacarosa 
Se partió de muestras fijadas en paraformaldehído al 4% (p/v) en PBS y en los 
casos necesarios, preincluídas en gelatina al 15% (p/v) en PBS (Apartado 3.3.1) y 
troceadas en bloques de aproximadamente 1 mm de lado. 
Tras realizar tres lavados en tampón PBS de 10 min cada uno, se procedió a la 
crioprotección de las muestras mediante su incubación en soluciones de sacarosa 
de concentraciones crecientes, empezando por una concentración de sacarosa 
0,1M hasta llegar a una concentración máxima de 2,3 M, tal y como se describe en 
la tabla 6. 
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Sacarosa 
(M) 
Tiempo 
(min) 
Sacarosa 0,1 M  60 
Sacarosa 0,5 M  60 
Sacarosa 1 M   60 
Sacarosa 1,5 M  60 
Sacarosa 2 M   60 
Sacarosa 2,3 M 60 
Tabla 6. Protocolo de crioprotección. 
 
Las incubaciones en sacarosa 2 y 2,3 M se realizaron en agitación en un agitador 
rotacional para facilitar la penetración del crioprotector.  
Todos los pasos se realizaron a 4ºC.  
Al finalizar la proceso, las muestras bien crioprotegidas, aparecieron hundidas en el 
fondo del tubo. 
3.3.5.2.2 Criofijación por inmersión en propano líquido 
La criofijación supone una congelación muy rápida de la muestra biológica de 
forma que se paralice la dinámica y el metabolismo celular, fijando las estructuras a 
través de un agente físico, como es el frío. En una buena criofijación, el agua debe 
congelarse en estado amorfo, es decir, debe “vitrificar”, nunca cristalizar, para ello, 
la velocidad de congelación debe ser muy rápida (miles de grados centígrados por 
segundo). 
El propano líquido presenta importantes ventajas como agente criogénico, por 
tratarse de un gas con un punto de fusión muy bajo y una alta conductividad y 
capacidad térmica, lo cual se traduce en un menor tiempo de vitrificación de la 
muestra introducida, y por lo tanto una mejor preservación de la estructura de la 
muestra. 
La criofijación se llevó a cabo en la unidad Reichert KF80 (Cambridge 
Instruments), mediante el uso de propano líquido a una temperatura de -170ºC, 
mantenida mediante nitrógeno líquido. Las muestras crioprotegidas se colocaron 
en la cabeza de un clavo ("pin"), con un poco de sacarosa 2,3 M, para favorecer su 
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adherencia, y se orientaron de forma correcta bajo la lupa del equipo. El clavo se 
colocó en el disparador de la unidad KF80, que a su vez se colocó encima del 
depósito de propano. A continuación, se disparó el clavo con la muestra a gran 
velocidad dentro del recipiente de propano líquido, con lo que la muestra quedó 
fijada instantáneamente. Los "pins" con las muestras, tras desmontarlos del 
disparador, se conservaron en un "deward" en nitrógeno líquido a -196ºC hasta el 
momento de uso. 
3.3.5.2.3 Obtención de los criocortes semifinos 
La obtención de criocortes semifinos se llevó a cabo en un ultramicrotomo 
Ultracut E (Reitchert) al que previamente se le acopló una criocámara FC 4. 
La unidad FC 4 se conectó con 30 min de antelación para que tanto cámara como 
brazo y cuchilla estuvieran estabilizados a -75ºC en el momento de comenzar a 
cortar. 
Se emplearon cuchillas de vidrio especialmente seleccionadas para criocortes, 
fabricadas en un equipo “knifemaker” (LKB). Los pins con las muestras 
previamente criofijadas y conservadas en nitrógeno líquido, se ajustaron al cabezal 
de la criocámara. Se aproximó manualmente la cuchilla a la pieza y una vez 
alcanzado el tejido, se cambió a modo de avance automático. Se seleccionó un 
espesor de 1 µm, una velocidad de corte de 1mm/s y el selector de velocidad de 
retroceso se ajustó al 3, para evitar al máximo el calentamiento de la muestra. La 
calidad de los cortes obtenidos se evaluó por su transparencia, rechazándose los de 
aspecto opaco y blanquecino. 
Tras obtener varios criocortes, éstos se recogieron mediante un asa metálica con 
una gota de sacarosa 2,3 M. Esta operación se realizó rápidamente para evitar la 
congelación de la sacarosa. Los cortes recogidos, se depositaron en portaobjetos 
multipocillo (ICN) previamente recubiertos con APTES tal y como se explicó en 
el apartado 3.3.2. 
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Finalmente, los portaobjetos preparados se introdujeron en placas de Petri, 
selladas con Parafilm y se conservaron a -20ºC para favorecer la adhesión de los 
cortes, hasta el momento de uso. 
3.3.5.2.4 Obtención de criocortes en criostato 
El criostato (Leica CM 1800) permitió la obtención de secciones de 20 a 50 µm, 
aproximadamente de muestras previamente fijadas en paraformaldehído al 4% 
(p/v) y crioprotegidas en sacarosa (Apartado 3.3.5.2.1). 
Antes de proceder al corte en criostato, la muestra se encastró en bloques de OCT 
(“Optimal Cutting Temperature”) medio que contiene entre otros, alcohol polivinílico 
12,24 % (v/v) y polietilen-glicol 4,26 % (v/v) y que solidifica cuando se congela.  
Para preparar estos bloques, se hicieron moldes con nieve carbónica sobre papel 
de aluminio, a los que se les añadió OCT y a continuación, la muestra se introdujo 
en el molde cuando el OCT empezó a congelarse, para poder así orientarla y evitar 
que se hundiese. 
Finalmente, la muestra quedó en un bloque sólido encastrado, pero no incluido, 
que facilitó su manipulación. Los bloques preparados se almacenaron a -20ºC hasta 
el momento de uso. 
El corte se llevó a cabo a -28ºC, gracias a la cámara refrigerada que posee el 
criostato. Se seleccionó el espesor de corte deseado, se colocó el bloque en el 
soporte portamuestras del criostato y se inició el proceso de corte. 
 
Las secciones que se van obteniendo se adhieren por contacto a un portaobjetos. 
(Figura 3.4). A continuación, se eliminó el OCT de los cortes con agua y se 
depositaron sobre un porta multipocillo previamente recubierto con 3-APTES 
(Apartado 3.3.2). Finalmente, los cortes se conservaron a -20ºC durante al menos 
una noche, para favorecer la permeabilización y su conservación hasta su 
utilización. 
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3.4. Criostato. Recogida de cortes obtenidos. 
 
3.3.6 Técnicas citoquímicas  
3.3.6.1 Tinciones citoquímicas para microscopía óptica 
Estas citoquímicas se realizaron sobre cortes semifinos de 1µm de Historesin Plus 
y Lowicryl K4M. 
3.3.6.1.1 Citoquímica con Azul de Toluidina 
Los cortes semifinos obtenidos se tiñeron con una solución de Azul de Toluidina 
al 0,075% (p/v) en agua destilada conservada a temperatura ambiente. 
E proceso de tinción, se llevó a cabo mediante la incubación de los cortes con una 
gota de la solución previamente filtrada, durante 1 min para los cortes de 
Historesin y 5 min para los de Lowicryl. 
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Transcurrido este tiempo, se realizaron varios lavados con agua destilada para 
retirar el exceso de colorante y se dejaron secar protegidos del polvo. Finalmente, 
una vez que los cortes estuvieron completamente secos, se procedió a su montaje 
de forma permanente con “Eukitt” (Kindler GmbH & Co) y se observó en campo 
claro, en un microscopio óptico Carl Zeiss 68105 acoplado a una cámara Digital 
Leica DFC 420C. 
3.3.6.1.2 Citoquímica para almidón 
Para la detección del almidón, se utilizó la citoquímica del yodo/ yoduro potásico 
(I2KI). Este reactivo tiñe al acumularse el yodo en el eje de la molécula de almidón. 
Los depósitos de almidón presentan una coloración azul o negra si las moléculas 
son grandes y roja o púrpura si el polímero es pequeño, indicando su reciente 
formación. 
La solución de tinción I2KI se preparó a partir de 2 gr de KI y 0,2 gr de I en 100 
ml de agua destilada. A continuación se filtró y se conservó a temperatura 
ambiente. 
El proceso de tinción se realizó mediante la incubación durante 10 min de una 
gota de la solución final sobre los cortes de Historesin y Lowicryl. A continuación, 
se realizaron varios lavados con agua destilada y tras el secado de los cortes se 
realizó el montaje de la preparación con “Eukitt” y se observó en campo claro, en 
un microscopio óptico Carl Zeiss 68105 acoplado a una cámara Digital Leica DFC 
420C. 
3.3.6.1.3 Citoquímica con DAPI 
4’,6’-diamina-2-phenylindole es un colorante fluorescente que tiñe específicamente 
el DNA, de manera que permite la visualización de los núcleos. 
El proceso de tinción se llevó a cabo, mediante la incubación de los cortes 
preparados con la solución de tinción de DAPI (Apartado 3.2.4.1) durante 5 min 
en oscuridad. Seguidamente las preparaciones se montaron de forma 
semipermanente, con un medio de montaje miscible en agua, “Mowiol®4-88” 
(Sigma-Aldrich) y se observaron bajo luz UV en un microscopio óptico de 
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fluorescencia Zeiss Axioplan acoplado a una cámara CCD Digital Leica DFC 350 
FX. 
3.3.6.1.4 Citoquímica con Calcofluor White 
Calcoflúor White es un fluorocromo que se une a la celulosa presente en las 
paredes celulares. Se excita al recibir luz de 372 nm de longitud de onda y emite 
fluorescencia azul.  
Se preparó una solución stock de Calcofluor White a una concentración de 3,5 
mg/ml en agua destilada y pH 10-11. Esta solución se filtró y se conservó a -20ºC 
protegida de la luz. La solución de tinción se preparó a partir de una dilución 1:100 
de la solución stock anterior, en tampón Tris-HCl 0,1 M, pH 8,5. La solución de 
tinción se almacenó a 4ºC, igualmente protegida de la luz. 
Los cortes obtenidos se incubaron con la solución de tinción durante 20 min en 
oscuridad. Transcurrido este tiempo, se lavaron varias veces con agua destilada y 
tras secarse completamente, se procedió al montaje con “Eukitt”. 
Finalmente, las preparaciones se observaron bajo luz UV en un microscopio 
óptico de fluorescencia, Zeiss Axioplan acoplado a una cámara CCD Digital Leica 
DFC 350 FX. 
 
3.3.6.2 Citoquímicas ultraestructurales 
Estas técnicas se llevaron a cabo en muestras fijadas en paraformaldehído 4% e 
incluidas en Lowicryl K4M, para mejorar el contraste de las estructuras nucleares 
en ensayos de inmunomarcados con oro. 
3.3.6.2.1 Método de Metilación-Acetilación (MA) para ácidos nucleicos 
(Testillano y col. 1995a) 
Esta citoquímica se realizó en bloque, es decir, antes de la inclusión de las muestras 
en Lowicryl K4M. Se partió de muestras fijadas en paraformaldehído 4% y 
deshidratadas según los procedimientos descritos en el apartado 3.3.5.1.3.  
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Las muestras se trataron con una mezcla de anhídrido acético (5:1; v/v) durante 
una noche a temperatura ambiente. La solución de anhídrido acético (Merck) se 
conserva a 4ºC y sellado con Parafilm, por ser altamente higroscópico, pero se 
debe sacar de la nevera unas horas antes de su uso para que se atempere. A 
continuación, se realizaron tres lavados a 4ºC, de 30 min cada uno, con metanol al 
100%. A partir de aquí, se continuó con el protocolo de procesado por PLT en el 
último paso de incubación con metanol al 100% a -30ºC, para su posterior 
inclusión en Lowicryl K4M (Apartado 3.3.5.1.3). 
Finalmente, los cortes se observaron en microscopio electrónico Jeol 1200 a 80 
kV. 
3.3.6.2.2 Tinción regresiva de EDTA para RNPs (Benhard 1969a) 
Se preparó una solución stock 0.2 M de la sal disódica del ácido etilendiamino 
tetracético (EDTA, Normapur, Prolabo) en agua y se ajustó el pH a 7, lenta y 
cuidadosamente. Al alcanzar el pH 7, la solución debe quedar completamente 
cristalina. Esta solución es estable durante varios meses a temperatura ambiente. 
La solución de tinción se empleó diluida a 0,02 M. 
Las rejillas con los cortes de Lowicryl previamente teñidas con acetato de uranilo 
5% y secadas en estufa a 37ºC, se depositaron durante 30 s sobre gotas de la de la 
solución de trabajo de EDTA, previamente dispuestas sobre una lámina de 
Parafilm.  
A continuación, las rejillas se lavaron con abundante agua destilada y se dejaron 
secar en estufa 37ºC. 
Finalmente, los cortes se observaron en microscopio electrónico de transmisión 
Jeol 1200 a 80 kV. 
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3.3.7 Detección de muerte celular con Azul de Evans 
Azul de Evans es un colorante impermeable, que sólo penetra en las células que 
tienen dañada la membrana, de manera que se emplea como marcador de muerte 
celular. 
El proceso de tinción se llevó a cabo a partir de una solución de “Evan’s blue" al 
0,25 % (p/v) en agua destilada, según el método descrito por Romero-Puertas 
(Romero-Puertas, et al., 2004) y col., (2004a). Las muestras se incubaron con la 
solución preparada durante 5 h a 4ºC. Transcurrido este tiempo, las muestras se 
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min en una centrífuga de mesa y se descartó el 
sobrenadante. El precipitado se resuspendió en agua destilada y se centrifugó de 
nuevo en las mismas condiciones. Este paso de lavado, se repitió hasta que se 
observó de una coloración transparente. 
Tras el último lavado, el sedimento se resuspendió en 50 µl de agua destilada y se 
añadió sobre un portaobjetos. Tras colocar el cubreobjetos sobre la preparación, se 
observó en campo claro, en un microscopio óptico Carl Zeiss 68105 acoplado a 
una cámara Digital Leica DFC 420C. 
 
3.4 INMUNOCITOQUÍMICAS  
3.4.1 Inmunocitoquímicas a nivel de microscopia óptica 
Todas las inmunocitoquímicas se realizaron sobre cortes de diferente grosor, 
depositados sobre portaobjetos multipocillo previamente recubiertos con APTES 
para asegurar la adhesión de los cortes durante todo el experimento (Apartado 
3.3.2) 
Se llevó a cabo, siguiendo los pasos que se detalla en la figura 3.5.  
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3.5. Esquema general de la reacción inmunocitoquímica 
 
3.4.1.1 Inmunomarcado con oro coloidal y amplificación con plata 
Para este tipo de inmunocitoquímicas se emplearon los anticuerpos anti-JIM5 y 
anti-JIM7 frente a pectinas no esterificadas y pectinas altamente esterificadas 
respectivamente (Tabla 7). 
 
Anticuerpo Tipo Características 
inmunológicas 
Antígeno Dilución Referencia 
JIM5 Rata Monoclonal Pectinas 
esterificadas
Puro Knox J.P, 
1997 
JIM7 Rata Monoclonal Pectinas no  
esterificadas
Puro Knox J.P, 
1997 
Tabla 7. Condiciones de los Anticuerpos primarios para M.O. 
 
Las muestras se lavaron tres veces con PBS, durante 5 min cada vez y a 
continuación se incubaron con albúmina de suero bovino (BSA) al 5 % (p/v) 
durante 5 min, para bloquear las uniones inespecíficas del anticuerpo. 
Seguidamente, se incubaron en una cámara húmeda, durante 60 min con los 
anticuerpos primarios (Tabla 7). Tras tres lavados con BSA al 1%, de 5 min cada 
uno, los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario Anti-Rata- IgG marcado 
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con oro de 10 nm y diluido 1/25 en PBS, durante 45 min en cámara húmeda. Tras 
realizar tres lavados de 5 min con PBS, se procedió al revelado de la reacción. 
 La amplificación de la señal se llevó a cabo con un kit de amplificación con plata 
(British BioCell, Cardiff, UK) incubando los cortes con una mezcla a partes iguales 
de los dos componentes del kit. La reacción se siguió en el microscopio óptico 
bajo campo claro y se paró con agua en el momento de observar la formación de 
un precipitado denso sobre el tejido. 
Finalmente, una vez que los cortes estuvieron completamente secos, se procedió al 
montaje con Eukitt, de forma permanente. 
Los controles se realizaron bajo las mismas condiciones, sustituyendo el primer 
anticuerpo por PBS. 
Las preparaciones se observaron en un microscopio Zeiss Axioplan con objetivos 
de contraste de fase y campo claro. 
3.4.1.2 Inmunofluorescencia. 
Las inmunofluorescencias se realizaron sobre secciones obtenidas por los 
diferentes métodos de corte explicados en los apartados anteriores. Según los 
requerimientos de cada momento. 
Se empleó el mismo protocolo general en todos los casos, incluyendo 
modificaciones específicas según el tipo de corte. 
Los anticuerpos primarios empleados se muestran en la tabla 8. 
 
Anticuerpo Tipo Características 
inmunológicas 
Antígeno Dilución Referencia 
Anti-RNA ratón Monoclonal RNA total celular puro Eilat D et al. 
1991 
Anti-5mdC ratón Monoclonal 5mdC 1/50 Eurogentec 
JIM 5 rata Monoclonal 
Pectinas no 
esterificadas 
puro 
Knox J.P, 
1997 
JIM7 rata Monoclonal 
Pectinas 
esterificadas 
puro 
Knox J.P, 
1997 
Anti-
caspasa 3 
conejo Monoclonal Caspasa 3 activa 1/5 Cell signalling 
Tabla 8. Anticuerpos primarios empleados en citoquímicas para MO. 
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Los anticuerpos secundarios empleados en todos los casos fueron Alexa 488 
(Invitrogen) frente a diferentes especies, según la naturaleza de los anticuerpos 
primarios. Las condiciones de incubación de los anticuerpos secundarios se 
reflejan en la tabla 9. 
 
Anticuerpo Dilución Tiempo Temperatura Referencia 
Alexa 488 Anti-ratón 1/25 1h Ta Invitrogen 
Alexa 488 Anti-rata 1/25 1h Ta Invitrogen 
Alexa 488 Anti-conejo 1/25 1h Ta Invitrogen 
Tabla 9. Anticuerpos secundarios empleados en inmunofluorescencias para MO. 
 
1. Inmunofluorescencia sobre cortes semifinos de Historesin: 
Las muestras se lavaron tres veces con PBS, durante 5 min cada vez y a 
continuación se incubaron con albúmina de suero bovino (BSA) al 5 % (p/v) en 
tampón PBS, durante 5 min, para bloquear las uniones inespecíficas del 
anticuerpo. Seguidamente, se incubaron en una cámara húmeda, durante 60 min 
con los anticuerpos primarios (Tabla 8). Tras tres lavados con BSA al 1%, de 5 
min cada uno, los cortes se incubaron durante 45 min, con el anticuerpo 
secundario apropiado, en cada caso, protegidos de la luz. Tras realizar tres lavados 
de 5 min con PBS, los cortes se incubaron con la solución de trabajo de DAPI 
durante 5 min. Finalmente, se lavaron 3 veces de 5 min con agua destilada y se 
montó con “Mowiol®4-88” para su observación de en el Microscopio Laser 
Confocal espectral (CLSM) Leica TCS SP5. 
Todo el proceso se realizó a TA. Las condiciones de incubación de los anticuerpos 
primarios se reflejan en la tabla 8. 
 
2. Inmunofluorescencia sobre criocortes semifinos 
La inmunofluorescencia se realizó sobre criocortes semifinos de 1 µm 
almacenados a -20ºC adheridos a portaobjetos recubiertos con APTES (Apartado 
3.3.2.) 
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En este caso, los portaobjetos con las muestras se sacaron unos minutos antes de 
comenzar el proceso para que se atemperasen. 
A continuación, se lavaron intensamente con agua destilada, para eliminar 
completamente los restos de sacarosa 2,3 M. 
La reacción de inmunofluorescencia se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito 
para cortes semifinos de Historesin, sustituyendo la solución de bloqueo 
convencional, BSA al 5%, por un agente bloqueante más poderoso como es el 
suero fetal bovino (FCS) al 10% (p/v) en tampón PBS. Así mismo, las diluciones 
de los anticuerpos primarios se realizaron en FCS al 5%, en vez de BSA al 1%. 
 
3. Inmunofluorescencia sobre cortes de vibratomo y cortes de criostato 
Los cortes obtenidos en vibratomo y criostato son de 30-50 µm de grosor, por lo 
que se permeabilizaron para facilitar la penetración del anticuerpo. 
La permeabilización consistió en someter a la muestra a un proceso de 
deshidratación-rehidratación, seguido de incubaciones con enzimas de digestión de 
determinados componentes de la pared celular tal. La deshidratación se consiguió 
mediante la incubación de 5 min en soluciones de metanol de concentración 
creciente (30, 50, 70 y 100%) (v/v) preparadas en agua destilada. A continuación, 
se procedió a la rehidratación de la muestra mediante incubaciones de 5min en 
soluciones de metanol de concentración decreciente (100, 70, 50, 30%) Tras lavar 
con PBS durante 5 min, las muestras se incubaron con celulasa al 2% (p/v) en 
PBS, durante 40-60 min en cámara húmeda, para evitar su evaporación. 
Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con PBS de 5 min cada uno y 
se continuó con el protocolo de la inmunocitoquímica convencional (Apartado 
3.4.1). 
 
Es importante destacar que todas las incubaciones con anticuerpos se realizaron en 
cámara húmeda para evitar su evaporación.  
A partir de la incubación con el anticuerpo secundario, los siguientes pasos 
transcurrieron en oscuridad. 
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Los controles se realizaron bajo las mismas condiciones, sustituyendo el 
anticuerpo primario por PBS, excepto en el caso de lo anticuerpos anti-5mdC y 
anti-caspasa 3, en los cuales, los controles negativos se realizaron empleando un 
péptido bloqueante del anticuerpo.  
 
Finalmente, las preparaciones se montaron de forma semipermanente con 
“Mowiol®4-88”, para su observación de en el Microscopio Laser Confocal 
espectral (CLSM) Leica TCS SP5. 
 
3.4.2 Inmunomarcado con oro coloidal e hibridación in situ para 
microscopía electrónica. 
Para los estudios de transcripción y muerte celular programada se emplearon una 
serie de anticuerpos específicos cedidos por el laboratorio del Dr. Marco 
Biggiogera (Tabla 10). 
 
Anticuerpo Tipo Características 
inmunológicas 
Antígeno Dilución Referencia 
Anti-RNasa A Conejo Policlonal 
Proteína  
RNasa A 
1/200 Chemicon  
Anti-Híbrido Conejo Policlonal 
Híbridos 
DNA:RNA 
1/200 
Testillano et al., 
1994 
Anti-CstF Pollo Policlonal 
Factor de 
estimulación 
del corte 
1/400 
CardinaleC et 
al., 2007 
Tabla 10. Anticuerpos primarios empleados en inmunomarcados para MET. 
 
La inmunolocalización se realizó sobre cortes ultrafinos de Lowicryl K4M, 
recogidos en rejillas de níquel de 75 mesh. La reacción se llevó a cabo flotando las 
rejillas sucesivamente en gotas de las diferentes soluciones utilizadas, sobre una 
lámina de Parafilm dispuesta en una caja perfectamente limpia. 
Se comenzó con una incubación de 3 min con "Normal Goat Serum"(NGS) al 1% 
(p/v) en tampón PBS, para bloquear las uniones inespecíficas. 
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A continuación, se procedió a la incubación de los cortes ultrafinos con los 
anticuerpos primarios (Tabla 10) durante toda la noche a 4ºC en cámara húmeda 
para evitar su evaporación. Las diluciones de los anticuerpos se realizaron en una 
solución de BSA 0.1% (p/v) Tween 0,05% (p/v) en PBS. 
Transcurrido este tiempo, se realizaron dos lavados de 5 min cada uno, con 
tampón PBS-Tween, seguido de otros dos lavados de 5 min con PBS. 
A continuación, las rejillas se flotaron sobre gotas de NGS al 1% durante 3 min y 
se procedió a su incubación con los anticuerpos secundarios correspondientes 
(Tabla 11) durante 30 min en cámara húmeda y a temperatura ambiente. Los 
anticuerpos secundarios se diluyeron en tampón PBS. 
 
Anticuerpo Dilución Tiempo Temperatura Referencia 
IgG Anti-pollo 1/20 30 min Ta 
Gold-AffiPure Donkey Anti-
Chicken. (Jackson Inmuno 
Research) 
IgG Anti-conejo 1/10 30 min Ta 
Gold-AffiPure Goat Anti-
Rabbit.(Jackson Inmuno 
Research) 
Tabla 11. Anticuerpos secundarios conjugados con oro coloidal de 12 nm 
 
Finalizada la incubación con los anticuerpos secundarios, se hicieron dos lavados 
de 5 min con PBS, seguidos de dos lavados de 5 min con agua destilada. 
Tras dejar secar las rejillas completamente se contrastaron con acetato de uranilo y 
citrato de plomo (Apartado 3.3.4.4). 
Finalmente, se observaron en microscopio electrónico de transmisión Zeiss 
EM900 a 80kV. 
 
En todos los casos los inmunomarcados con oro se combinaron con la 
citoquímica MA realizada en bloque (Apartado 3.3.6.2.1). Así como, 
ocasionalmente, también se combinaron con la tinción regresiva de EDTA 
(Apartado 3.3.6.2.2). 
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3.4.2.1 Análisis cuantitativo del marcado ultraestructural 
Se determinó la densidad de partículas de oro por µm2 sobre cada uno de los 
compartimentos de estudio así como fura de estos, como referencia del ruido de 
fondo de la reacción. 
El muestreo se realizó para cada una de las etapas del desarrollo gametofítico, 
sobre un número mínimo de fotografías tomadas al azar a lo largo de distintos 
cortes de cada rejilla. El número mínimo de fotografías se determinó mediante el 
“Test de la media progresiva” (Williams, 1977) tomando unos límites de confianza 
del 5%.  
Se contó el número de partículas de oro presentes en cada una de las zona de 
estudio, y se midió el área conteniente utilizando una plantilla cuadriculada 
compuesta por 165 cuadrados de 15 mm de lado, con lo que se calculó la densidad 
de las partículas media para cada etapa y se compararon una a una frente a los 
valores obtenidos para anteras en fase de microspora joven mediante una prueba 
de la “t de Student” para un nivel significación máximo de 0,05.  
La conversión de los puntos de cuadrículas en áreas (µm2), los cálculos de las 
densidades de partículas y densidades medias para cada etapa, los test de la media 
progresiva, las pruebas de la “t de Student” y las representaciones graficas se 
realizaron sobre una hoja de cálculo Microsoft Excel 2007.  
Se determinó la densidad de partículas de oro por µm2 sobre citoplasma, núcleo, y 
en conjunto sobre vacuolas, paredes, vesículas y depósitos de almidón, tomando 
éste último como referencia del ruido de fondo de la reacción. 
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3.5 CUANTIFICACIÓN DEL PORCENTAJE DE METILACIÓN 
GLOBAL DEL DNA GENÓMICO  
3.5.1 Preparación del material vegetal 
Para este ensayo se emplearon muestras de anteras de Nicotiana tabacum y Brassica 
napus, microsporas aisladas de anteras de ambas especies y muestras de cultivo de 
microsporas de B. napus a diferentes tiempos. Así mismo, también se empleó como 
sistema control del ensayo, meristemos de Allium cepa, procedentes de raíces 
tratadas con una solución salina (NaCl 500 mM) durante 3 h y meristemos de 
raíces sin tratar (Apartado 3.1.3) 
Para los extractos de anteras, se diseccionaron yemas florales de tamaños 
correspondientes a anteras en fase de microspora joven (2 mm), anteras en fase de 
microspora vacuolada (3,4 mm) y anteras en fase de polen bicelular maduro (4 
mm). Se extrajeron las anteras y tras ser lavadas con PBS, se congelaron en 
nitrógeno líquido y se almacenaron en microtubos Eppendorf (1,5 ml) a -80ºC 
hasta el momento de uso. 
El aislamiento de microsporas se realizó a partir de anteras de cada una de las fases 
mencionadas, según el protocolo descrito en el apartado 3.2.3. Tras realizar el 
último lavado, se descartó el sobrenadante y se congelaron en un baño de 
nitrógeno líquido. Finalmente, se almacenaron a -80ºC. 
Las muestras de cultivos de polen se obtuvieron tal y como se explicó en el 
apartado 3.2.5.  
 
3.5.2 Extracción del DNA genómico 
El aislamiento de DNA genómico se llevó a cabo mediante el empleo del kit 
“DNeasy Plant Minikit” de la casa comercial Qiagen. 
En cada caso, se partió de 100 mg de peso de material previamente congelado y se 
realizaron tres o más repeticiones por experimento. 
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Antes de proceder al aislamiento, el material vegetal se homogenizó en mortero de 
porcelana con nitrógeno líquido. El homogenizado obtenido se pesó y se continuó 
el proceso tal y como indican las instrucciones de la casa comercial. 
En todos los casos, se evaluó la concentración y la pureza del DNA aislado. 
 
3.5.3 Evaluación del DNA genómico 
La concentración del DNA se evaluó espectrofotométricamente en Nanodrop 
ND-1000 a partir de 1µl de muestra del DNA extraído, asumiendo que una unidad 
de absorbancia a 260 nm equivale a 50 µg/ml de DNA.  
La pureza del DNA se determinó mediante el cociente de las lecturas a 260 y 280 
nm, sabiendo que el valor óptimo es 1,8 y observando el perfil de la gráfica 
obtenida del barrido de absorbancia entre 220 y 320 nm, para conocer si hay otros 
factores que estén interfiriendo, sabiendo que la curva óptima presenta un pico a 
260 nm con forma de campana. 
 
Por otro lado, para certificar la calidad del DNA extraído y descartar la presencia 
de RNA, también se realizó un análisis mediante electroforesis en geles 
horizontales de agarosa 1,4 % (p/v) y 0,5 µg/ml de bromuro de etidio en tampón 
de electroforesis TAE 1x (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) indistintamente. 
A las diferentes muestras de DNA, se les añadió un volumen 1/5 de tampón de 
carga (SDS 0,1%, azul de bromofenol 0,005%, glicerol 5%) y se cargaron en los 
pocillos del gel. 
Generalmente la electroforesis se llevó a cabo en una cubeta horizontal con 
tampón de electroforesis TAE 1x, aplicando un voltaje de 50-100 V. 
 
3.5.4 Concentración del DNA extraído 
El tipo de material de trabajo, normalmente proporciona un bajo rendimiento en 
la extracción de DNA genómico, por lo que fue necesario concentrar el DNA 
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obtenido tras el aislamiento con el fin de obtener muestras con una concentración 
adecuada para la cuantificación del porcentaje de metilación. 
La concentración del DNA se realizó en un equipo de secador de vacío (Speed-
Vac, Savant).  
Este proceso se llevó a cabo con las tapas de los tubos abiertas y seleccionando la 
opción de alta temperatura, con el objetivo de acelerar el proceso de evaporación, 
preservando mejor la calidad del DNA extraído y evitando su pérdida. 
A continuación, las muestras se resuspendieron en 5 µl agua desionizada. 
 
Por último, se evaluó de nuevo la concentración y la pureza del DNA concentrado 
(Apartado 3.5.3) 
Las muestras se conservaron a 4ºC hasta su momento de uso. 
 
3.5.5 Hidrólisis del DNA genómico 
Una vez realizada dicha evaluación, se inició la hidrólisis del DNA genómico.  
Las muestras se incubaron a 37ºC durante 5 min y a continuación, se 
desnaturalizaron mediante una incubación a 100ºC durante 4 min, seguido de un 
rápido enfriamiento en hielo. 
A continuación, se añadió 2,5 µl de nucleasa P1 (200 U/ml en 30 mM C2H3O2Na, 
Sigma) y 1,25 µl de ZnSO4 (10mM), se mezcló bien y se incubó a 37ºC durante 
16h.  
Por último, se añadió 2,5 µl de tampón Tris (0,5M pH 8,3) y 0,5 µl de fosfatasa 
alcalina (100 U/ml en 2,5 M (NH4)2SO4, Sigma) se mezcló bien y se incubó a 37ºC 
durante 2h. 
Transcurrido este tiempo, las muestras se guardaron a 4ºC hasta su momento de 
uso. 
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3.5.6 Electroforesis capilar de alta resolución 
El procedimiento empleado, está basado en el método descrito por (Fraga, et al., 
2002) con las modificaciones de Hasbún et al., 2008. 
El aprendizaje de esta técnica y su aplicación en anteras de flores, se llevó a cabo 
en el laboratorio de Fisiología vegetal de los Profesores Roberto Rodríguez y Mª 
Jesús Cañal del Departamento de Biología de Organismos y Sistemas de la 
Universidad de Oviedo, pioneros en el desarrollo de esta técnica en plantas. 
Posteriormente, se puso a punto esta técnica en cultivos de microsporas aisladas 
en el laboratorio del Dr. Alejandro Cifuentes en el Instituto de Fermentaciones 
Industriales del CSIC. 
 
Los equipos empleados en cada caso fueron: “Capillary Ion analyzer Waters 
Chromatography” en el caso del Departamento de Biología de Organismos y 
Sistemas de la Universidad de Oviedo y “Beckman P/ACE 2100” controlado por 
un software propio (Beckman Intruments Inc. Fullerton, USA) en el caso del 
Instituto de Fermentaciones Industriales del CSIC. 
 
 
3.6. Esquema sistema electroforesis capilar 
 
3.5.6.1 Preparación del capilar. 
Se utilizó un capilar de sílica fundida sin recubrimiento de 60 cm x 75 µm de 
dimensiones, con una longitud efectiva de 57cm.  
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Previamente, se marcó la zona del capilar que iba a ser irradiada por la lámpara UV 
y en ese punto, se eliminó la capa de sílica que rodea el capilar, en una zona de 
1cm aproximadamente de longitud, construyendo así una especie de ventana que 
permite visualizar lo que ocurre a través del capilar.  
Para crear esta ventana, se calentó la zona de interés, con ayuda de un mechero 
con mucho cuidado para eliminar solo la capa de sílica sin dañar el capilar.  
Una vez preparado el capilar, se colocó adecuadamente en el casete y el conjunto a 
su vez, se colocó en el detector del equipo de manera que la ventana realizada, 
coincidiese con la zona de irradiación de la lámpara y que los extremos del capilar 
queden sumergidos en el tampón correspondiente, ya que el capilar debe estar 
siempre húmedo. 
3.5.6.2 Preparación de las soluciones necesarias. 
- Tampón de separación:  
Como tampón de separación, se empleó bicarbonato sódico 48mM, SDS 60mM. 
Para su preparación, se mezcló 0.402g de bicarbonato sódico en 100ml de agua 
destilada. Se ajustó el pH a 9.6 con NaOH. Por último, se añadió 2.1gr de SDS y se 
calentó a 70ºC hasta su completa disolución. Una vez enfriado, se filtró a través de 
un filtro con un tamaño de poro de 0,45 µm, se desgasificó y se guardó a 
temperatura ambiente protegido de la luz.  
Esta solución puede emplearse durante 3- 4 semanas aproximadamente. 
Solución NaOH 1M: Una vez preparada, se filtró a través de un filtro con un 
tamaño de poro de 0,45 µm, se desgasificó y se guardó a temperatura ambiente.  
 
El agua desionizada empleada debe ser siempre nueva y filtrada para evitar 
problemas de obstrucción del capilar. 
3.5.6.3 Activación del capilar. 
Una vez colocado el capilar en la posición correcta, se procedió a su activación.  
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Para ello, se pasó por el capilar una disolución de NaOH 1M durante 30 min (en 
casos de capilares nuevos) ó 10 min (en los casos de capilares reutilizados) 
mediante una presión de 20 psi. 
A continuación, se pasó agua desionizada nueva durante 5 min mediante la misma 
presión. 
3.5.6.4 Protocolo de lavado de los capilares 
Tras arrancar el equipo, entre inyecciones y al finalizar las medidas del día, el 
capilar se lavó con agua desionizada durante 5 min seguido de un lavado adicional 
con tampón de separación durante 5 min más.  
Todos los lavados se hicieron con una presión de 20 psi. 
3.5.6.5 Inyección, separación y detección. 
Las inyecciones se realizaron en el extremo catódico por inyección hidrostática 
durante 30 seg a una presión de 20 psi. 
Las separaciones se llevaron a cabo a 22ºC con un voltaje constante de 17kV y un 
tiempo de análisis de 12 min en la mayoría de los casos; alternativamente, se 
empleó un voltaje de 12kV y un tiempo de análisis de 20 min, en aquellos casos en 
los que los picos no se separaron correctamente a 17kV.  
Finalmente, la detección se realizó en el extremo anódico a 254 nm. 
Para certificar la reproducibilidad de los resultados, al inicio de cada día de 
medición, se analizaron los deoxirribonucleósidos estándares preparados a una 
concentración 5 mM en agua desionizada: 2´-deoxicitidina (dC), 2´-deoxiadenosina 
(dA), 2´-deoxitimidina (dT), 2´-deoxiguanosina (dG) y 5-metil-2´-deoxicitidina (5-
mdC) (Sigma Aldrich) de forma independiente, así como una mezcla de todos ellos 
a la misma concentración.  
Dichos análisis se repitieron hasta obtener dos cuantificaciones con tiempos de 
retención idénticos para cada estándar. 
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3.5.6.6 Análisis de los datos. 
Cada muestra se analizó por duplicado, realizándose al menos 3 réplicas analíticas 
en cada uno de los casos. 
El estado de metilación se cuantificó mediante el cálculo del porcentaje relativo de 
5-metil-2´-deoxicitidina de la siguiente manera:  
  
 
 
 
3.6 “IMMUNOBLOT” 
3.6.1 Extracción de proteínas totales  
3.6.1.1 Preparación del material vegetal 
Para este ensayo se emplearon muestras de anteras de Brassica napus y muestras 
procedentes de cultivos de microsporas de B. napus a tiempo cero y a los 4 días del 
inicio del cultivo. 
Las muestras se recogieron y se congelaron en nitrógeno líquido de la misma 
forma que se explicó en el apartado 3.5.1. 
3.6.1.2 Preparación del tampón de homogenización 
Se preparó una solución stock de tampón de homogenización 5x (100 mM Tris 
pH 8.0, 10% SDS (p/v), 5% β-mercaptoetanol (v/v), 1 mM PMSF). 
Esta solución se almacenó a temperatura ambiente para evitar la precipitación del 
SDS. En el momento de uso, se diluyó con agua estéril 1:5 (v/v), y se añadió la 
cantidad correspondiente del inhibidor de proteasas, PMSF. 
 
% 5-mdC = 
área de 5-mdC x 100 
área 5-mdC + área dC 
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3.6.1.3 Extracción de proteínas totales. 
En cada caso, se partió de 25 mg de material previamente congelado y almacenado 
a -80ºC. Las muestras se homogeneizaron en mortero de porcelana con nitrógeno 
líquido, hasta que quedaron pulverizadas. En ese momento, se añadió tampón de 
homogenización hasta la saturación de la papilla resultante.  
Una vez que el homogenizado se descongeló, se pasó a un tubo de 1,5 ml 
(Eppendorf) con la tapa agujereada y se hirvió durante 3 min. Transcurrido este 
tiempo, se dejó enfriar al aire durante 30 min y a continuación, cada tubo se 
centrifugó en una centrífuga de mesa Eppendorf a 10.000 rpm durante 15 min.  
El sobrenadante obtenido es el extracto crudo de proteínas, que se almacenó a -
20ºC hasta el momento de uso. 
3.6.1.4 Determinación de la concentración de proteínas totales 
La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (Bradford, 
1976) empleando albúmina de suero bovino (BSA) como patrón de calibración. 
Las muestras se prepararon en un volumen de 1 ml al que se le adicionaron 980 µl 
de una solución de Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay Reagent). Transcurridos 5 
min, se procedió a la lectura en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 
595 nm frente a un blanco preparado con el tampón de homogenización 
empleado. 
 
3.6.2 Separación de proteínas por electroforesis en geles de Poliacrilamida 
en Condiciones Desnaturalizantes (PAGE-SDS) 
3.6.2.1 Preparación de las soluciones stock 
- Tampón de separación 4x (Tris-HCl 1,5 M pH 8,8) 
- Tampón de concentración 4x (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8)  
- SDS al 10% 
- Glicerol al 50% (v/v) en agua destilada 
- Persulfato amónico al 10% (p/v) (preparado en el momento de uso) 
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- Tampón de carga 2x (Tris-HCl 0,125M pH 6,8, SDS 4%, glicerol 20%) 
- Tampón de electroforesis con SDS (Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3, glicina 0,192 M y 
SDS al 0,1 % (p/v))  
- Tampón de electroforesis sin SDS (Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3, glicina 0,192 M) 
 
Para el TEMED y la acrilamida al 30%, se emplearon reactivos comerciales ya 
preparados. 
Todas las soluciones se almacenaron a 4ºC, excepto la solución de SDS al 10%, 
que se almacenó a temperatura ambiente. 
 
Se siguió básicamente la técnica descrita por Laemmli (1970) utilizando un equipo 
“Mini-Protean III” de Bio-Rad.  
Se prepararon geles de poliacrilamida 12 % (p/v) de 7,5 x 8 cm y 0,75 mm de 
grosor, con un gel concentrador de poliacrilamida al 4 % (p/v).  
 
 Gel de separación  
al 12% 
Gel de concentración 
 al 4% 
Acrilamida al 30% 3,7 ml 0,5 ml 
Tampón de separación 4x 2,3 ml ------- 
Tampón de concentración 4x -------- 1 ml 
Glicerol al 50% 0,9 ml ------ 
SDS al 10% 90 µl 40 µl 
Agua destilada estéril 2,1 ml 2,46 ml 
Persulfato amónico al 10% 50 µl 50 µl 
TEMED 5 µl 5 µl 
Tabla 12. Composición de los geles de poliacrilamida 
 
Una vez polimerizados, los geles se pasaron a la cubeta de electroforesis. El 
compartimento interior de la cubeta se llenó con tampón de electroforesis Tris-
HCl 0,025 M, pH 8,3, con glicina 0,192 M y SDS al 0,1 % (p/v), mientras que el 
compartimento exterior, se llenó con el mismo tampón de electroforesis sin SDS, 
Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3, con glicina 0,192 M. 
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Las muestras para la electroforesis se prepararon en tampón Tris-HCl 0,063 M, pH 
6,8, conteniendo SDS al 2 % (p/v), glicerol al 10 % (v/v) y azul de bromofenol al 
0,006 % (p/v), y DTT 10 mM, y se calentaron a 95ºC durante 5 min. 
 Seguidamente, las muestras se cargaron en los geles y se aplicó un voltaje de 100 
V para el paso del frente por el gel de concentración y de 200 V para el resto de la 
carrera, con una intensidad de corriente siempre en exceso.  
Se utilizaron marcadores de masas moleculares entre 10 y 250 kDa (Precision Plus 
Protein Kaleidoscope Standards, Bio-Rad).  
Finalmente, cuando se observó que el frente alcanzó el final del gel, se procedió a 
cortar la corriente. 
 
3.6.3 Transferencia de proteínas e inmunodetección (Técnica de Western 
Blot) 
3.6.3.1 Transferencia de Proteínas a la membrana 
Los geles obtenidos por PAGE-SDS se transfirieron a una membrana de 
difluoruro de polivinilo (PVDF) de Millipore, mediante un sistema de transferencia 
húmeda “Mini Trans Blot Cell” de la casa comercial Bio-Rad, empleando como 
tampón de transferencia Tris-HCl 25mM, glicina 192mM, metanol 20% (v/v), pH 
8,3. 
Tras eliminar la parte del gel concentrador, se equilibraron gel y membrana y se 
confeccionó un sándwich tal y como se muestra en la figura 3.7. 
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3.7. Representación esquemática de la preparación del sistema de transferencia. 
 
Todos los componentes del sándwich se humedecieron previamente en tampón 
transferencia. 
 El proceso se llevó a cabo a 100 V, manteniendo en exceso la intensidad de 
corriente, durante 1 h y 30 min a temperatura ambiente. 
 
La eficiencia de la transferencia se comprobó mediante la tinción de la membrana 
con la solución comercial de Rojo Ponceau (Sigma) para visualizar las proteínas en 
la membrana y poder así identificar adecuadamente las calles donde han migrado.  
Para ello, se sumergió la membrana en el colorante hasta que se observó la 
aparición de las distintas bandas, resultado de una correcta transferencia. 
Este colorante presenta la ventaja de poder eliminarse de la membrana tras 
sucesivos lavados con agua desionizada, sin interferir en los posteriores pasos de 
inmunodetección. 
 
3.6.3.2 Inmunodetección de la proteína 
Para la detección de la reacción antígeno-anticuerpo en las membranas, se empleó 
un método de quimioluminiscencia, utilizando luminol, basado en la oxidación del 
luminol por el complejo peroxidasa de rábano-anti-IgG en presencia de H2O2, 
formándose un intermediario que se estabiliza mediante la emisión de luz (Thorpe, 
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et al., 1985). Esta emisión de luz se potencia con la presencia de 4-yodofenol, que 
actúa como transmisor de radicales de oxígeno al luminol (Rosell y White, 1978).  
 
Tras la transferencia de las proteínas, las membranas se incubaron con metanol al 
100 % durante unos segundos y seguidamente se lavaron con agua destilada. Con 
objeto de bloquear los lugares inespecíficos de unión de las IgGs, la membrana se 
incubó durante 1h a temperatura ambiente en tampón TBS 5x (Tris-HCl 20 mM, 
pH 7,8, y NaCl 0,18 M), al que se le adicionó leche en polvo desnatada (Asturiana) 
al 1,5 % (p/v).  
Tras realizar tres lavados con TBS de 10 minutos cada uno, las membranas se 
incubaron durante 4 h a temperatura ambiente y en agitación suave, con el 
anticuerpo primario, anti-caspasa 3 (Cell Signaling Technology) en una dilución 
1:100 en TBS. A continuación, se realizaron de nuevo 3 lavados con TBS de 10 
minutos cada uno y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y en 
agitación suave, con el anticuerpo secundario procedente de cabra anti-conejo 
conjugado con peroxidasa de rábano a una concentración 1:5000 en TB.  
Todos los lavados e incubaciones de las membranas se llevaron a cabo a 
temperatura ambiente y agitación suave. 
 
Para el revelado, las membranas se incubaron con el reactivo de 
quimioluminiscencia “Super Signal West Pico” (Thermo Scientific) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
Las bandas correspondientes se visualizaron mediante la cámara CCD del equipo 
“Luminiscent Image Analyzer LAS-3000®” (Fujifilm) con tiempos de exposición 
variables desde 1 seg hasta 1 min, según la intensidad de la señal obtenida, 
utilizando el programa “LAS-3000 Lite Pro Chemiluminiscence”. 
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3.6.4 “Immuno Dot blot” 
3.6.4.1 Preparación del material 
Este ensayo se llevó a cabo en microsporas aisladas de anteras de Brassica napus en 
fases correspondientes a microspora vacuolada y polen maduro, así como en todas 
las etapas del cultivo de microsporas de la misma especie. 
La obtención del material se realizó de la forma habitual, explicada previamente en 
el apartado 3.5.1. 
3.6.4.2 Preparación del tampón de homogenización 
En este caso, se empleó un tampón de homogenización especial, apropiado para 
favorecer a extracción de proteínas de membrana. 
Se preparó una solución de tampón de homogenización: 25 mM Tris-HCl pH 7,2, 
50 mM ácido trans-1,2-diaminociclohexano-N, N, N´N´-tetracético (CDTA) y 25 
mM ditiotreitol. Esta solución se almacenó a temperatura ambiente. 
3.6.4.3 Extracción de proteínas 
Se partió de 25 mg de material previamente congelado y almacenado a -80ºC. 
Las muestras se homogeneizaron en mortero de porcelana con nitrógeno líquido, 
hasta que quedaron pulverizadas. En ese momento, se añadió un volumen 
aproximado de 50 µl de tampón de homogenización, hasta la saturación de la 
papilla resultante.  
Una vez que el homogenizado se descongeló, se pasó a un tubo Eppendorf y se 
centrifugó en una centrífuga de mesa Eppendorf a 7000 rpm a 4ºC durante 10 
min. 
El sobrenadante resultante de la centrifugación es el extracto crudo de proteínas, 
que se almacenó a -20ºC hasta el momento de uso. 
 
La concentración de proteínas del extracto, se determinó de la misma forma que se 
explicó en el apartado 3.6.1.4. 
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En este caso, se ajustaron las concentraciones de todos los extractos a una 
concentración de proteína de 1mg/ml. 
3.6.4.4 Ensayo “Dot blot” 
Una vez ajustadas las concentraciones de cada extracto, se aplicó en membranas de 
nitrocelulosa (Millipore) un volumen de 10 µl de cada uno de los sobrenadantes 
ajustados y se dejó secar durante 1 h aproximadamente. 
A continuación, para verificar que se cargó la misma cantidad de proteínas de cada 
una de las muestras en las membranas, se realizó una tinción reversible con el 
colorante Rojo Ponceau de la forma descrita en el apartado 3.6.2.3. 
Después de digitalizar la imagen con un escáner Hewlett Packard 6100C, se 
eliminó el colorante con varios lavados con agua desionizada y se procedió a la 
incubación de las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente y agitación 
suave, en tampón TBS 5x (Tris-HCl 20 mM, pH 7,8, y NaCl 0,18 M), al que se le 
adicionó leche en polvo desnatada (Asturiana) al 1,5 % (p/v). 
Tras realizar tres lavados con TBS de 10 minutos cada uno, se llevó a cabo la 
incubación de las membranas con los anticuerpos primarios JIM5 y JIM7 en 
relación 1:100 en solución de bloqueo durante toda la noche a temperatura 
ambiente y agitación suave. 
Transcurrido este tiempo, se realizaron de nuevo tres lavados con TBS de 10 
minutos cada uno y se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario anti-
rata conjugado con fosfatasa alcalina en una dilución 1:1000 en solución de 
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y agitación suave. 
Tras realizar tres últimos lavados de 10 minutos con TBS, las membranas se 
equilibraron con tampón de detección (Tris-HCl, NaCl 0,1M, pH 9,5) durante 2-3 
minutos y finalmente, se procedió al revelado, mediante la incubación de las 
membranas con los sustratos NBT/BCIP de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante “NBT/BCIP ready-to-Use Tablets” (Roche). 
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La reacción se detuvo mediante varios lavados con agua desionizada, en el 
momento que se observó la aparición de un fino precipitado marrón- azulado 
sobre la membrana en las zonas donde están las proteínas en cuestión. 
Por último, las membranas se dejaron secar y se digitalizaron en un escáner 
Hewlett Packard 6100C. 
 
3.7 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA CASPASA 3 
La actividad caspasa 3 se determinó mediante un ensayo colorimétrico con el kit 
comercial “Caspase 3 Assay kit, Colorimetric” (Sigma). 
Este ensayo se basa en la detección espectrofotométrica del cromóforo p-
nitroanilina (pNA) liberado tras la proteólisis del substrato sintético específico de 
la enzima caspasa 3, Acetil-Asp-Glu-Vaal-Asp p-Nitroanilina (Ac-DEVD-pNA).  
pNA presenta un máximo de absorción a 405 nm, de manera que la concentración 
de pNA liberada a partir del substrato se puede calcular a través de la interpolación 
de los valores de absorbancia a 405nm obtenidos, en la recta de calibrado 
preparada previamente con las soluciones de pNA a diferentes concentraciones. 
 
3.7.1 Preparación del material 
Para este ensayo se emplearon muestras de anteras de Nicotiana tabacum y Brassica 
napus, así como muestras recogidas de cultivos de microsporas de Brassica napus a 
tiempo cero y a los 4 y 8 días del inicio del cultivo. 
Así mismo, también se empleó como sistema control del ensayo, meristemos de 
Allium cepa, procedentes de raíces tratadas con una solución salina (NaCl 500 mM) 
durante 3 h y meristemos de raíces sin tratar (Apartado 3.1.3). 
Todas las muestras se recogieron y congelaron en un baño de nitrógeno líquido 
según el procedimiento descrito en el apartado 3.5.1 
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3.7.2 Extracción de proteínas 
En cada caso, se partió en cada caso de 25 mg de material previamente congelado y 
almacenado a -80ºC. 
La extracción de proteínas se llevó a cabo con el tampón de lisis 1x provisto en el 
kit (50 mM HEPES, pH 7.4, 5 mM, CHAPS, 5 mM DTT) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La concentración de proteínas se determinó mediante 
la técnica de Bradford, tal como se explicó en el apartado 3.6.1.4. 
 
3.7.3 Ensayo de actividad caspasa 3 
La reacción enzimática se llevó a cabo en una placa de 96 pocillos (Falcon) en el 
tampón de ensayo 1x (20 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM, EDTA, 0.1% CHAPS, 5 
mM DTT) provisto en el kit, con un volumen final de reacción de 100 µl, 
siguiendo las indicaciones del fabricante (ver tabla 14) 
 
Se preparó una serie de soluciones de pNA de concentraciones comprendidas en 
un rango de 10-200 µM a partir del stock de pNA “p-Nitroaniline Standard”, 
provisto en el kit, para construir una recta de calibrado en la que interpolar los 
valores de A405 obtenidos en cada una de las muestras1 (Tabla 13). 
 
µM p-Nitroanilina µmol p-Nitroanilina 
10 0,001 
20 0,002 
50 0,005 
100 0,01 
200 0,02 
Tabla 13.Soluciones para la construcción de la recta de calibrado. 
 
Para determinar la especificidad del sustrato, cada muestra se analizó, además, en 
presencia de un inhibidor específico de la enzima caspasa 3, “Ac-DEVD-CHO 
Inhibitor” también provisto en el kit. 
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Igualmente, también se incluyó un control negativo de la reacción empleando la 
enzima caspasa 3 del kit y su sustrato en presencia del inhibidor de la enzima y 
además un control positivo en ausencia de inhibidor, tal y como se indica en la 
tabla 14. 
 
Por último, en cada ensayo se incluyó un blanco para establecer el nivel de 
absorbancia basal en las muestras, con los mismos constituyentes que el resto de 
las muestras salvo el extracto de proteínas. 
 
Tubo Extracto 
Caspasa 3 
(5 µg/µl) 
1x Tampón 
de ensayo 
Inhibidor 
(200µg/µl) 
Sustrato 
(2 mM) 
Blanco --- --- 90 µl --- 10 µl 
Extracto 5 µl --- 85 µl --- 10 µl 
Extracto+inhibidor 5 µl --- 75 µl 10 µl 10 µl 
Control + --- 5 µl 85 µl --- 10 µl 
Control+Inhibidor --- 5 µl 75 µl 10 µl 10 µl 
Tabla 14. Esquema del ensayo de actividad caspasa 3 para un volumen se reacción 100 µl 
 
La mezcla de reacción, se incubó a 37ºC durante 3 h, en ausencia de luz y a 
continuación, se midió la absorbancia a 405 nm en un equipo lector de placas 
Varioscan 377. 
 
3.7.4 Análisis de los datos. 
Para verificar la reproducibilidad de los resultados, cada ensayo se repitió tres 
veces y cada muestra se analizó por triplicado en cada uno de ellos. 
Se construyó la curva de calibrado con los valores de A405 obtenidos para cada una 
de las concentraciones de pNA conocidas empleadas. 
A continuación, se interpoló en la recta las medias de los valores de A405 obtenidas 
en cada caso. 
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Finalmente, se calculó la actividad caspasa 3 como µmol de pNA liberado por 
minuto y por volumen de extracto de proteínas empleado, de acuerdo con la 
siguiente fórmula: 
 
 
 
 
Siendo: v: el volumen de muestra empleado en ml; d: el factor de dilución y t: el 
tiempo de reacción en min. 
 
3.8 HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) 
Para estudiar de la distribución celular de los mensajeros correspondientes a las 
diferentes proteínas estudiadas en esta Tesis, se llevó a cabo la hibridación in situ 
de los mismos en diferentes muestras vegetales utilizando el método descrito por 
Massonneau y col., (2005).  
 
3.8.1 Extracción de RNA total  
El aislamiento de RNA se llevó a cabo mediante diferentes métodos, en función 
del tipo de muestra. 
3.8.1.1 Extracción de RNA total mediante el empleo de kits comerciales. 
Se emplearon dos tipos de kits comerciales de la casa comercial Qiagen, en función 
de la cantidad de material de partida disponible. En aquellos casos en los que el 
material de partida era muy limitante, como las primeras etapas de los cultivos de 
microsporas de Brassica napus, se empleó el “RNeasy Plant Microkit” (Qiagen), 
mientras que en el caso de anteras y otras etapas del cultivo menos limitantes, se 
empleo el “RNeasy Plant Minikit” (Qiagen). 
En ambos casos, se siguieron las instrucciones del fabricante. 
= 
µmol pNA x d 
t x v 
Actividad, µmol pNA/min/ml  
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3.8.1.2 Extracción de RNA total mediante el reactivo comercial Trizol. 
En el caso del aislamiento de RNA en embriones maduros cigóticos y procedentes 
de embriogénesis de polen, se empleó un método alternativo, debido a que su alto 
contenido en fenoles y polisacáridos impedía obtener una buena eficiencia con los 
métodos anteriores. 
El método alternativo fue el reactivo comercial Trizol (GIBCOBRL, Life 
Technologies), compuesto por una solución monofásica de fenol e isotiocianato de 
guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987). El material vegetal se homogeneizó en un 
mortero con nitrógeno líquido. Se pesó el polvo obtenido y se añadió 1 ml del 
reactivo comercial por cada 100 mg de tejido. Tras una incubación de 5 min a 
temperatura ambiente, se añadió 0,2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol y se 
agitó por inversión durante 15 s y se incubaron nuevamente 5 min a temperatura 
ambiente. Tras centrifugar a 12.000 g durante 15 min a 4ºC, al sobrenadante, que 
contenía el RNA, se le añadió 0,5 ml de isopropanol por ml de Trizol y se incubó a 
temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se centrifugó a 12.000 g 
durante 10 min a 4ºC y el precipitado, conteniendo el RNA, se lavó con 1 ml de 
etanol al 75% (v/v), se centrifugó de nuevo a 12.000 g durante 5 min y el 
precipitado se secó al aire. Por último, el RNA precipitado se resuspendió en agua 
DEPC (dietilpirocarbonato) libre de ribonucleasas.  
3.8.1.3 Evaluación del RNA extraído 
La cuantificación del RNA se realizó espectrofotométricamente en Nanodrop 
ND-1000 a partir de 1µl de muestra del RNA extraído, asumiendo que una unidad 
de absorbancia a 260 nm equivale a 40 µg/ml de RNA.  
La pureza del DNA se determinó mediante el cociente de las lecturas a 260 y 280 
nm, sabiendo que el valor óptimo es 2,1y observando el perfil de la gráfica 
obtenida del barrido de absorbancia entre 220 y 320 nm, para conocer si hay otros 
factores que estén interfiriendo, sabiendo que la curva óptima presenta un pico a 
260 nm con forma de campana. 
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Por otro lado, para certificar la pureza del RNA extraído, también se realizó un 
análisis mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 1 % (p/v) y 0,5 
µg/ml de bromuro de etidio en tampón de electroforesis TAE 1x (Tris-acetato 40 
mM, EDTA 1 mM). 
 
A las diferentes muestras de RNA, se les añadió un volumen 1/5 de tampón de 
carga (SDS 0,1%, azul de bromofenol 0,005%, glicerol 5%) y se cargaron en los 
pocillos del gel. 
Generalmente la electroforesis se llevó a cabo en una cubeta horizontal con 
tampón de electroforesis TAE 1x, aplicando un voltaje de 50-100 V. 
 
3.8.2 Síntesis y marcado de la sonda 
3.8.2.1 Transcripción inversa  
La obtención de los cDNAs se realizó a partir del RNA total aislado de los 
diferentes tipos de muestras, según los protocolos descritos en el apartado 
anterior. 
En todos los casos, se partió de 1 µg de RNA al que se añadió oligo-dT 40 µg/ml 
y dNTPs 1mM. Se incubó a 65ºC durante 5 min seguido de una rápida incubación 
en hielo. Posteriormente, se adicionó inhibidor de ribonucleasas 40U/µl, tampón 
de la enzima “First strand buffer 5x” y DTT 0,1 M. Esta mezcla se incubó a 42ºC 
durante 2 min y a continuación, se añadió 200 U/µl de la enzima “Superscript 
Reverse Transcriptase” (Invitrogen), en un volumen final de reacción de 25 µl. La 
reacción se incubó a 42ºC durante 50 min y seguidamente se inactivó mediante una 
incubación a 70ºC durante 15 min. 
Finalmente, las muestras de cDNAs obtenidas se almacenaron a -20ºC hasta su 
momento de uso. 
3.8.2.2 Diseño y síntesis de oligonucleótidos para la obtención de cDNAs 
Para la obtención de estos cDNAs, se identificaron las secuencias 
correspondientes a los genes de interés en las especies de estudio y en su defecto 
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se identificaron dichas secuencias en especies con cierto grado de identidad a 
través de la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). En este último caso, 
se hizo un alineamiento tipo clustal entre dichas secuencias, utilizando el programa 
OMIGA2 (Oxford Molecular), para localizar zonas conservadas interespecíficas. 
Así, se diseñaron cebadores de 20 pares de bases, cuya síntesis se llevó a cabo en la 
empresa ROCHE. 
La secuencia de los oligonucleótidos diseñados, se muestran en la tabla 15. 
 
cDNA F-Oligonucleótido 5’-3’ R-oligonucleótido 3’-5’ 
NtMET-1 TGCAGCAATGGATGAGAACG ACAGTAAGCGAACGGAATGG 
BnMET-1 GGCAGACGTTCCAACTTACT AAGGTGCACCGTATTGAGTA 
BnPME GGAGCGTCGTTGATGGATGG GTAACCTCGTTCGCCTGACC 
Tabla 15. Secuencia de cebadores utilizados para la clonación parcial de cDNAs 
 
3.8.2.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La reacción de amplificación se llevó a cabo en tubos de 0,2 ml en un volumen 
final de reacción de 25 µl; la mezcla de PCR contenía 50-100 ng de cDNA, 10 µl 
de una mezcla de dNTPs 10mM (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 1 µl de cada 
cebador (10µM), 2,5 µl de tampón de amplificación 10x “HotMaster™ Taq con 
Mg2+” (Eppendorf) y 0,25 µl de la enzima “Hot Master Taq polimerasa” (5U/ 
µl)(Eppendorf). Los programas de PCR utilizados fueron diversos, cambiando la 
temperatura de alineamiento, los tiempos de extensión y alineamiento, en función 
de los requerimientos de los cebadores y de la longitud del fragmento de cDNA 
amplificado. La temperatura de alineamiento se calculó según el porcentaje de 
bases AT-GC de los cebadores (Nº de bases AT x 2ºC + Nº de bases GC x 4ºC) y 
teniendo en cuenta que, teóricamente, se requiere un minuto de alineamiento por 
Kb de DNA amplificado. 
Para la realización de la PCR se utilizó un termociclador Eppendorf. 
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3.8.2.4 Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
Una vez realizadas las amplificaciones necesarias, se realizó una electroforesis en 
geles de agarosa del 0,8 al 2 % (p/v), en función del tamaño del amplificado. 
(Sambrook y Russel (2001))  
Los geles se prepararon en tampón de electroforesis TAE 1x (Tris-acetato 40 mM, 
EDTA 1mM) indistintamente y Bromuro de Etidio (BrEt) a una concentración 0,5 
µg/ml. 
Como marcador de DNA se empleó “O´GeneRulerTM 100bp Plus DNA ladder, 
ready to use” (Fermentas). 
La electroforesis se llevó cabo en una cubeta de electroforesis horizontal con TAE 
1x aplicando un voltaje de 50-100V con una fuente de alimentación “EPS 
500/400” (Apparatus Corporation). 
Finalmente, las bandas se visualizaron con luz UV empleando el sistema Gel Doc 
TM 1000 system (Bio-Ra Laboratories). 
3.8.2.5 Purificación de fragmentos de DNA de geles de agarosa 
Finalizada la electroforesis, se procedió a cortar las bandas de interés con la ayuda 
de un escarpelo. Para extraer el cDNA de la agarosa se utilizó el kit comercial 
“QIAquick® Gel Extraction” (Qiagen). Este sistema, se fundamenta en la 
extracción y purificación del DNA a través de la disolución de la agarosa y la 
absorción de los ácidos nucleicos a partículas de sílice en presencia de una alta 
concentración de sales. El DNA purificado se eluyó de la resina con H2O ultrapura 
y estéril. 
3.8.2.6 Clonación en el vector pGEM®-T Easy 
Tras la purificación de los fragmentos de DNA, se procedió a su ligación en el 
vector de clonación pGEM-T® Easy de Promega. 
Este vector linearizado consta de varias timidinas añadidas en su extremo 
3´terminal. Estas timidinas se unen al inserto y mejora enormemente la eficiencia 
de la ligación del producto de PCR en los plásmidos, ya que previene la 
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recircularización del vector. Además, este vector también se caracteriza por tener 
un sitio de clonación flanqueado por los promotores de RNA polimerasa T7 y SP6 
y un gen de resistencia a Ampicilina, características muy útiles en la selección de 
plásmidos recombinantes (Fig.3.8). 
 
 
3.8. Mapa del vector pGEM-T® Easy de Promega 
 
Para optimizar las reacciones, se empleó una relación estequiométrica vector: 
inserto de 1:3. Se emplearon 50 ng de plásmido, el fragmento de cDNA, 3 U de la 
enzima T4 ligasa (Promega) y el correspondiente tampón comercial, en un 
volumen final de 10 µl, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. 
La reacción de ligación se llevó a cabo durante 1 h a temperatura ambiente. 
3.8.2.7 Transformación de bacterias competentes  
Las bacterias se transformaron mediante choque térmico, según el método descrito 
por Lucotte y Baneyx (1993). Las bacterias competentes E. Coli JM109 (Promega), 
conservadas a -80ºC, se descongelaron en hielo, se les añadió entre 1-50 ng del 
plásmido de interés por cada 100 µl de células competentes y se incubaron 10 min 
a 4ºC. Posteriormente, las bacterias se sometieron a un choque térmico consistente 
en un calentamiento de las muestras a 42ºC durante 45-50 s, y posterior baño de 
hielo durante 2 min. Seguidamente se añadió 0,9 ml de medio LB precalentado a 
37ºC y se incubaron durante 1 h a 37ºC en un agitador orbital (New Brunswick 
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Scientific Innova 4340) a 200 rpm. Una vez alcanzada una densidad óptica 
adecuada a 600 nm (0,4-0,6), se sembró 100 µl de cada tubo, en placas de Petri con 
medio LB y ampicilina (100 µg/ml) y se incubaron a 37ºC durante toda la noche. 
Al día siguiente, se obtuvo un crecimiento con varias colonias aisladas en cada 
placa.  
3.8.2.8 Análisis de los plásmidos recombinantes 
Aunque, teóricamente, las colonias crecidas en estas condiciones han de tener el 
plásmido con el inserto, pueden darse casos de falsos negativos por la ligación de 
dos vectores. Por este motivo, antes de purificar el plásmido recombinante se 
seleccionaron varias colonias aisladas y se chequearon mediante PCR en colonia 
con los cebadores del vector que flanquean el lugar de inserción del fragmento de 
DNA (SP6 y T7) y mediante digestión enzimática con las enzimas de restricción 
correspondientes. 
3.8.2.9 Aislamiento de DNA de los plásmidos recombinantes 
Una vez seleccionados los positivos reales, a partir de la colonia seleccionada se 
inocularon tubos de ensayo con 3 ml de LB líquido y ampicilina (100 µg/ml), que 
se mantuvieron en un agitador orbital a 190 rpm y 37ºC hasta que alcanzaron una 
densidad óptica de 0,6 a 600 nm (12-16 h).  
A partir de estos cultivos se inició el aislamiento del DNA plasmídico (Miniprep) 
utilizando el kit comercial “Wizard Plus SV Minipreps, DNA Purification 
Systems” (Promega). 
Con el fin de romper las células, extraer y aislar el cDNA, los 3 ml de cultivo se 
centrifugaron a 10.000 g durante 3 min para precipitar las bacterias. El precipitado 
celular se resuspendió en 250 µl de tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), con EDTA 
10 mM y RNAsa A (100 µg/ml). A continuación se añadieron 250 µl de solución 
de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%) y se incubó durante 1-5 min a temperatura 
ambiente. Seguidamente, se adicionó 10 µl de una solución alcalina con proteasas 
(conteniendo entre otros, 25-50 % subtilisina, 20-25 % de propano-1,2-diol, 1-5 % 
tetraborato de disodio anhidro) para inactivar endonucleasas y degradar proteínas, 
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y 350 µl de solución de neutralización (hidrocloruro de guanidina 4,09 M, acetato 
potásico 0,759 M, acético glacial 2,12 M, pH 2,4), después de incubar 5 min se 
centrifugó a 14.000 g durante 10 min. El sobrenadante se transfirió a una columna 
suministrada por Promega que contenía una resina a la que se unía el DNA, 
después se centrifugó a 14.000 g durante 1 min y posteriormente, se añadieron 750 
µl de solución de lavado (etanol 60 %, acetato potásico 60 mM, Tris-HCl 8,3 mM, 
EDTA 0,04 mM) y se realizó una centrifugación igual a la anterior. El paso 
anterior se repitió con 250 µl de solución de lavado y se centrifugó en las mismas 
condiciones durante 2 min. Por último, se eluyó el DNA de la columna añadiendo 
50 µl de agua y centrifugando a 14.000 g durante 1 min.  
Finalmente, se comprobó la concentración y la pureza del DNA extraído tal y 
como se explicó en el apartado 3.5.3. Las muestras se conservaron a -20ºC. 
3.8.2.10 Linearización de los plásmidos recombinantes 
A continuación, se linearizó el vector con las enzimas de restricción apropiadas. 
Para ello, se tuvo en cuenta que para realizar este tipo de estudios de hibridación in 
situ, se necesita una sonda sentido, como control negativo, y otra antisentido, que 
será la que hibridará al mensajero complementario. Por lo que se necesitó obtener 
el vector linearizado en ambos sentidos, lo cual se consiguió mediante restricción 
del vector en el fragmento SP6, en un caso, y en el fragmento T7 en el caso 
contrario (Fig.3.9). 
3.8.2.11 Obtención de la sonda RNA marcada con digoxigenina 
Para la obtención de la sonda, se utilizó el DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) de 
Roche. 
 Una vez linearizado el vector en ambos sentidos, se obtuvieron las sondas sentido 
y antisentido marcadas con digoxigenina, mediante la acción de una RNA 
polimerasa, que retrotranscribe el cDNA insertado en el vector, en RNA marcado 
con digoxigenina, utilizando para ello nucleótidos trifosfato marcados con 
digoxigenina. Este proceso se llevó a cabo siguiendo las indicaciones del 
fabricante. 
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3.9. Obtención de la sonda RNA marcada con digoxigenina. 
 
Por último, se determinó el rendimiento del marcaje de la sonda de RNA con 
digoxigenina así como su concentración óptima de uso para la hibridación. Para 
ello, se prepararon una serie de diluciones de la sonda obtenida en tampón de 
dilución de RNA (H20-DEPC: 20xSSC: Formaldehído, 5:3: 2) (20xSSC: NaCl 3M, 
Citrato sódico 300mM pH 7) asumiendo que la sonda se obtuvo a una 
concentración de 10 ng/ µl. (Tabla 16). 
 
A continuación, se aplicaron 5 µl de cada una de las diluciones, en orden 
decreciente, en una membrana de nylon (Hybond N, Amershan) cargada 
positivamente. Los RNAs se fijaron a la membrana por exposición a luz 
ultravioleta durante 30 min a 120ºC. 
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Tubo 
RNA 
(µl)  
Tampón 
dilución 
Dilución 
Concentración 
final 
1 ---  --- --- 10 ng/µl 
2 2 1 18 1:10 1 ng/µl 
3 2 2 198 1:100 10 pg/µl 
4 15 3 35 1:3,3 3 pg/µl 
5 5 3 45 1:10 1 pg/µl 
6 5 4 45 1:10 0,3 pg/µl 
7 5 5 45 1:10 0,1 pg/µl 
8 5 6 45 1:10 0,03 pg/µl 
9 5 7 45 1:10 0,01 pg/µl 
10 0 --- 50 --- 0 
Tabla 16. Diluciones seriadas de la sonda obtenida en tampón de dilución de RNA. 
 
El proceso de detección se realizó siguiendo los pasos descritos en el kit 
“NBT/BCIP ready-to-Use Tablets” (Roche) (Apartado 3.6.3.4.). 
Finalmente, se comparó la intensidad de color de las manchas de cada una de las 
diluciones empleadas y se aproximó así la concentración de sonda a emplear en el 
experimento de hibridación in situ. 
 
3.8.3 Preparación de las muestras 
La técnica de hibridación in situ se llevó a cabo en diferentes tipos de muestras 
obtenidas mediante distintos procesamientos: criocortes semifinos, cortes de 
criostato y cortes de vibratomo. 
En todos los casos, los cortes se recogieron sobre portas multipocillo recubiertos 
con APTES (Apartado 3.3.2). 
 
3.8.4 Pretratamiento de las muestras 
A excepción de los criocortes semifinos, los cortes preparados para hibridación in 
situ se deshidrataron y rehidrataron mediante la incubación de los mismos en series 
crecientes y decrecientes de metanol (30%, 50%, 70%, 100%, 70%, 50%, 30%) 
preparado en PBS, durante 5 min en cada solución. Para digerir parcialmente las 
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paredes celulares, y favorecer la penetración del anticuerpo, las muestras se 
incubaron durante 60 min con celulasa al 2 % (p/v). Tras cada tratamiento las 
muestras se lavaron con PBS y con agua durante 5 min. Las muestras se 
deshidrataron de nuevo mediante incubación de los cortes con concentraciones 
crecientes de metanol (30%, 50%, 70%, 100%) y se dejaron secar totalmente a 
temperatura ambiente. 
 
3.8.5 Hibridación 
Las sondas sentido y antisentido, previamente sintetizadas, se diluyeron entre 1/20 
y 1/50 en tampón de hibridación (formamida 50 % (v/v), NaCl 300 mM, Tris 100 
mM, EDTA 10 mM, sulfato de dextrano 10%, solución de Denhart 1x y tRNA 
(20mg/ml)). A cada muestra se añadió 20 µl de sonda, se taparon los pocillos con 
una tira de parafina y se incubaron durante toda la noche a 50ºC, en una cámara 
húmeda. Una vez terminado el proceso de hibridación, se lavaron las muestras 4 
veces con SSC 4x (NaCl 0,6 M; citrato sódico 0,06 M) durante 2 min, 4 veces con 
SSC 2x, durante 2 min y 2 veces con SSC dilución 1x a 50ºC durante 15 min, en el 
caso de criocortes semifinos, se sustituyó el último lavado con SSC 1x por SSC 
0,1x. 
 
3.8.6 Detección de los híbridos por inmunofluorescencia 
Las muestras hibridadas con la sonda se lavaron con BSA al 5 % (p/v) durante 5 
min, para bloquear uniones inespecíficas del anticuerpo. Posteriormente, se 
incubaron durante 90 min con el anticuerpo Mouse Anti-digoxigenina (Boehringer 
Mannheim) diluido 1/5000 en BSA al 1% (p/v). Tras tres lavados de 5 min cada 
uno, con BSA al 1%, se incubó durante 45 min con el anticuerpo Anti-Mouse 
IgG-Alexa 488 (Invitrogen) diluido 1/25 en PBS. Nuevamente se lavaron las 
muestras tres veces con PBS y se incubaron con DAPI durante 5 min, para marcar 
los núcleos y comprobar que la sonda no está detectando ácidos nucleicos del 
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núcleo. Por último, tras lavar las muestras con PBS se montaron con “Mowiol®4-
88”, y se observaron al microscopio láser confocal, Leica TCS SP5. 
 
3.9 RT-PCR SEMICUANTITATIVA 
3.9.1 Transcripción inversa 
La obtención de los cDNAs se realizó a partir del RNA total aislado de los 
diferentes tipos de muestras, según los protocolos descritos en el apartado 3.8.2.1. 
  
3.9.2 Diseño y síntesis de oligonucleótidos para la obtención de cDNAs 
Los cebadores utilizados, así como la temperatura de alineamiento, el número de 
acceso y el tamaño del fragmento amplificado, se especifican en la tabla 15. 
 
 
3.9.3 RT-PCR Semicuantitativa 
El método utilizado para la PCR semicuantitativa fue el descrito por Marone y col., 
(2001). Esta técnica permite comparar la cantidad de mRNA entre muestras 
distintas, ya que la reacción se detiene en la fase exponencial de amplificación, 
donde la cantidad de DNA amplificado es directamente proporcional a la cantidad 
de cDNA inicial de la muestra. Además es imprescindible el uso de un gen control, 
cuya expresión sea constitutiva y no varíe entre las distintas situaciones, para 
normalizar la intensidad de las bandas con respecto a ese control. En este estudio 
se utilizó la actina-II de cebada como gen control, tanto para Nicotiana tabacum 
como para Brassica napus.  
Una vez obtenido el cDNA de las diferentes muestras a comparar en cada estudio, 
se cuantificó y se realizó distintas diluciones del mismo para asegurar que se partía 
de la misma concentración de cDNA en cada una de las muestras. Mediante una 
PCR normal preparando mezclas comunes de reacción para minimizar el error de 
experimentación, se seleccionó el número de ciclos correspondientes para cada 
uno de los genes ensayados así como para el control, realizando amplificaciones de 
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los mismos a 25, 28, 30 y 33 ciclos, con el fin de seleccionar un ciclo de 
amplificación correspondiente a la fase exponencial de la misma.  
Por último, una vez ajustadas las concentraciones de cDNA inicial y los ciclos de 
amplificación (entre 28-30 en todos los casos), se realizaron las PCR 
correspondientes según el protocolo descrito anteriormente (Apartado 3.8.2.3). 
 
1º Etapa Desnaturalización inicial 94ºC 2 min 
2º Etapa 
28-30 ciclos 
Desnaturalización 94 ºC 40seg 
Hibridación 50 ºC 1min 
Extensión 65 ºC 2 min 
3º Etapa Extensión final 65 ºC 10 min 
Tabla 17. Programa general de PCR empleado en los estudios de RT-PCR.  
 
3.10 ESTUDIOS DE LOCALIZACIÓN MEDIANTE TECNOLOGÍA 
GFP 
Se han realizado estudios de localización de la proteína pectinmetilesterasa 
mediante transformación transitoria de plantas de Nicotiana tabacum. 
La obtención de la construcción de la proteína de fusión, se llevó a cabo mediante 
la tecnología Gateway® (Invitrogen). 
La tecnología Gateway está basada en el sistema de recombinación especifica del 
Fago Lambda mediante el cual éste se integra en el cromosoma de E. coli. El fago 
Lambda incorpora su genoma en el de E. coli mediante un proceso de lisogénesis, 
que consiste básicamente en una recombinación específica entre secuencias de 
DNA. Estas secuencias específicas se denominan sitios att, y contienen dominios 
de unión para proteínas de recombinación. El proceso de recombinación tenía 
lugar entre los sitio attP (del fago) y attB (de E. coli) en presencia de 2 proteínas de 
recombinación, la integrasa (Int) y el factor IHF (Integration Host Factor). 
Cuando tiene lugar la recombinación, el genoma del fago queda integrado en el 
genoma de E. coli y al mismo tiempo se reconfiguran los sitios att, dando lugar a 
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dos sitios att nuevos, el attR y el attL. Mediante la recombinación de estos dos 
nuevos sitios att, y en presencia de las dos proteínas de recombinación y una 
exicionasa (Xis), el fago es liberado del genoma de E. coli, recircularizándose el 
ciclo lítico y regenerándose los sitios attB y attP (Landy y col., 1989) (Fig.3.10). 
 
 
3.10. Esquema de recombinación específica del fago λ en E. coli  (Live Technologies TM) 
 
Mediante este sistema de recombinación homóloga de sitios att, el gen de interés, 
previamente clonado en el vector D-TOPO, según se ha descrito en el apartado, 
queda introducido en el vector secundario (Fig.3.11). 
 
 
3.11. Clonación mediante tecnología Gateway. (Gateway® Technology) 
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3.10.1 Obtención del producto de PCR BnPME. 
3.10.1.1 Diseño de los oligonucleótidos. 
Los cebadores se diseñaron a partir de la secuencia del gen completo, BnPME, 
obtenida de la base de datos NCBI (Nº. acceso: AY036606) (Fig.3.12.). 
 
5´- ATGTCTCAAATTTTCATGTTCTTGGTCACCCTTAGCTTCTTCTCCATATTGTCATCTCCTTCTCTCGCCGCA 
GGACCTCAGGCCACAGGAAACGCCACGTCCCCATCAAATGTATGTCGCTACGCACCGGATCCATCTTACTGTAGATCAGT
TCTCCCAAACCAGCCCGGAGATGTTTACTCCTACGGTCGTTTCTCTCTCAGACGGTCCATCTCACGTGCCAGGCGGTTCA
TCTCAATGATCGACTATCAACTAAACCGGAAAGGCAAAGTGGATGCTAAATCCACCTTGCGGGCACTCGAAGACTGCAAA
TTCCTAGCCAGCCTTACTATAGACTTCCTCCTTAGTAGCTCACAGACCGTAGATGCCACCAAAACGCTGTCGGTTTCGAG
GGCTGACGATGTTCATACTTTCCTAAGTGCTGCGATCACCACGAACAGACTTGCCTTGAAGGACTTAAATCCACGGCATC
TGAAAATGGTCTCTCTGGTGATCTTTACAACGATACAAAACTCTATGGGGTCTCTCTTGCCCTCTTTTCCAAAGGTTGGG
TGCCAAAAAGGAAAAGATCGAGGCCGGTTTGGAAACCAGAAGCCAGCTTCAAAAAGTTTTCCGGCTTCCGTAACGGTAGA
TTACCGTTAAAGATGACGGAAAGGACGCGTGCCGTTTACAACACCGTGACTAGGTCTGGGAGAAAGCTTCTCCAAACTGG
AGTAGACGCTGTTCAGGTCAGCGATATCGTGACGGTGAATCAGAACGGGACGGGAAACTTCACGACTATAAACGAAGCT 
GTAGCTGCCGCGCCTAATAAAACTGACGGTAGTAACGGTTATTTCTTGATCTACGTAACGGCGGGATTGTACGAGGAATA
CGTGGAGATTCCGAAGTACAAGAGGTATGTGATGATGATCGGTGACGGCATTAACCAAACTGTTATCACCGGAAACCGGA
GCGTCGTTGATGGATGGACCACTTTCAAGTCCGCCACATTTATTCTAACAGGTCCTAACTTTATTGGCGTGAACATAACA
ATCCGCAACACGGCAGGACCAACCAAGGGTCAAGCCGTCGCATTGAGGAGCGGTGGAGACTTCTCTGTATTCTATAGTTG
TAGTTTCGAAGCCTATCAAGATACCTTATATACGCATTCTCTCAGACAGTTCTATCGTGAATGTGATGTTTATGGTACGG
TTGACTTTATATTCGGCAATGCTGCAGTGGTGTTACAAAAGTGTAATTTGTATCCACGTCAGCCTCGTCAAGGTCAGGCG
AACGAGGTTACAGCTCAAGGTCGTACCGACCCGAACCAGAACACTGGAACTGTGTTACATGGGTGTACAATAAGACCCGC
GGATGATTTGGCTTCGAGCAACTATACAGTAAAAACTTATCTTGGTCGGCCGTGGAAGGAATATTCGAGAACCGTTGTTA
TGCAGACTTACATAGACGGGTTTCTTGACCCGACTGGCTGGAACGCATGGTCTGGAAATTTCGCATTGAGCACACTTTAC 
TATGCGGAATACAATAACACAGGACCTGGTTCTAGCACGACAAACAGAGTCACTTGGCCAGGTTATCATGTCATTAACGC
TACTGATGCTTCAAATTTCACCGTCACCAATTTTCTTGTTGGCGAAGGTTGGATCGGACAAACCGGGGTGCCTTTCGTGG
GTGGAATGATTGCATAA-3´ 
 
 
 
El diseño del oligonucleótido directo (5´-3´) se realizó a partir de las 20 bases del 
extremo N-terminal de la secuencia de la proteína de interés, incluyendo el codón 
de iniciación. No obstante, al emplearse la tecnología Gateway, fue necesario 
añadir una secuencia de 4 bases, CACC, en el extremo 5´del cebador, necesaria 
para la correcta inserción en el vector de clonación (Tabla 17). 
 
 
3.12. Secuencia del gen BnPME (Nº acceso AY036606) 
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 Secuencias 5´-3´ Codon STOP NºBases 
F-Oligonucleótido CACCATgTCTCAAATTTTCATgTTCTTg NO 28 
R1-Oligonucleótido CGTGGGTGGAATGATTGCA NO 19 
Tabla 18. Secuencia de oligonucleótidos empleados 
 
Por otro lado, se diseñó un oligonucleótido reverso a partir de las 20 bases del 
extremo C-terminal de la secuencia de la proteína de interés sin incluir el codón 
stop 5´TAA´3 (Tabla 17).  
3.10.1.2 PCR Touchdown 
Debido a la mala calidad de los cebadores diseñados, se tuvo que recurrir a un tipo 
especial de PCR, PCR Touchdown (Nature Protocols 3, 1452 - 1456 (2008)) para 
incrementar la especificidad y la sensibilidad de la amplificación. 
La PCR touchdown, se basa en el empleo de una temperatura de hibridación 
decreciente en 1ºC en cada ciclo, hasta alcanzar una temperatura, que se mantiene 
en los últimos ciclos.  
 
La reacción de amplificación se llevó a cabo en tubos de 0,2 ml en un volumen 
final de reacción de 50 µl; la mezcla de PCR contenía 50-100 ng de cDNA, 10 µl 
de una mezcla de dNTPs 10mM (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 1 µl de cada 
cebador (10µM), 5 µl de tampón de amplificación 10x “High Fidelity” 
(Invitrogen), 1µl de MgSO4 (50mM)(Invitrogen) y 0,2 µl de la enzima “Taq DNA 
Polimerase High Fidelity Platinum” (5U/µl (Invitrogen). 
La PCR se llevó a cabo en un termociclador Eppendorf. 
En la tabla 18, se detalla el programa de PCR touchdown empleado . 
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1º Fase:  
1º Etapa Desnaturalización inicial 98ºC 3 min 
2º Etapa 
15 ciclos 
Desnaturalización 98 ºC 30seg 
Hibridación 65-50ºC* 45seg 
Extensión 72 ºC 2 min 
*Tª Hibridación desciende 1ºC en cada ciclo, hasta un total de 15 ciclos 
2º Fase:  
1º Etapa 
20 ciclos 
Desnaturalización 98 ºC 30 seg 
Hibridación 65 ºC 45 seg 
Extensión 72 ºC 2 min 
2º Etapa Extensión final 72 ºC 10 min 
Tabla 19. Programa de PCR touchdown empleado. 
 
Finalizada la PCR, se realizó una electroforesis en gel de agarosa (Apartado 
3.8.2.4). Y se procedió a cortar la banda correspondiente al gen BnPME, con el kit 
comercial “QIAquick® Gel Extraction” (Qiagen) (Apartado 3.8.2.5). 
 
3.10.1.3 Clonación en el vector pENTRTM/D-TOPO®  
Tras la purificación del gen BnPME, se procedió a su ligación en el vector de 
clonación pENTRTM/D-TOPO® de Invitrogen. A esta reacción de la conoce 
como “Topo cloning reaction”. 
Este vector se caracteriza por contener una secuencia de 4 bases, GTGG, que se 
va a unir específicamente con la secuencia CACC, añadida en el extremo 5´del 
cebador directo; de manera que el producto de PCR, entra en el vector con la 
orientación correcta con una eficacia del 90%. (Figura 3.13) 
Además, este vector también consta de un gen de resistencia a Kanamicina, que 
permitió su selección posterior. 
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3.13. Mecanismo de clonación en el pENTRTM/D-TOPO® de Invitrogen (Gateway® 
technology) 
 
Para optimizar las reacciones, se empleó una relación estequiométrica vector: 
inserto de 1:2.  
Se emplearon 20 ng de plásmido, el fragmento de cDNA, y 1µl de solución salina, 
en un volumen final de 6 µl, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. 
La mezcla se incubó durante 5 min a temperatura ambiente, quedando así el 
fragmento introducido y correctamente orientado en el vector (Figura 3.13). 
3.10.1.4 Transformación de bacterias competentes  
En este caso, se emplearon las células competentes E.coli, One shot® MatchTM T1R, 
incluidas en el kit “pENTRTM Directional TOPO® Cloning kit” (Invitrogen). 
Al igual que en el apartado 3.8.2.7, las bacterias se transformaron mediante choque 
térmico, según el método descrito por Lucotte y Baneyx (1993).  
Se empleó 2 µl de la ligación anterior por cada vial de bacterias, de 50 µl. Se siguió 
el protocolo descrito en el apartado 3.8.2.7. 
Finalmente, se sembró 100 µl de cada tubo en placas Petri con medio LB y 
kanamicina (50 µg/ml) y se incubaron a 37ºC durante toda la noche. 
Al día siguiente, se obtuvo un crecimiento con un gran número de colonias bien 
aisladas en cada placa.  
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Al igual que en el apartado 3.8.2.8, a continuación se procedió al análisis de las 
colonias crecidas. Dicho análisis, se realizó mediante PCR en colonia utilizando los 
cebadores que flanquean al gen BnPME, empleados para la obtención del 
fragmento clonado (Tabla 17). 
Una vez seleccionadas las colonias positivas, se realizaron cultivos en tubos de 
ensayo de LB líquido y kanamicina (50 µg/ml) como se explicó en el 
apartado3.8.2.9. 
3.10.1.5 Aislamiento del DNA plasmídico  
A partir de estos cultivos se realizó el aislamiento del DNA plasmídico (Miniprep)  
mediante el empleo del kit comercial “Wizard Plus SV Minipreps, DNA 
Purification Systems” (Promega) (Apartado 3.8.2.9). 
Finalizado el aislamiento, se comprobó la concentración y la pureza del DNA 
extraído tal y como se explicó en el apartado 3.5.3. Las muestras se conservaron a -
20ºC. 
3.10.1.6 Secuenciación de los clones  
Una vez chequeado el DNA plasmídico obtenido, antes de mandar a secuenciar la 
construcción, se realizaron nuevas pruebas para confirmar la presencia del 
fragmento clonado en el DNA plasmídico purificado. 
 
Esta comprobación se llevó a cabo de dos formas posibles: 
3.10.1.6.1 Comprobación del inserto mediante digestión simple: 
Mediante una digestión simple con la enzima de restricción Ksp I (Sac II) (Roche 
Applied Science) empleando 5 µl de la muestra de DNA plasmídico obtenido, 5 µl 
de tampón L y 20 µl de enzima Ksp I para un volumen final de 50 µl, según el 
protocolo de la casa comercial. A continuación, la mezcla se incubó a 37ºC durante 
2 -3 h. 
Transcurrido este tiempo, el resultado de la digestión se analizó mediante 
electroforesis en gel de agarosa (Apartado 3.8.2.4). 
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3.10.1.6.2 Comprobación del inserto mediante PCR: 
También se realizaron varias pruebas de PCR empleando diferentes parejas de 
cebadores para asegurar el resultado.  
 
Nombre Cebador directo 
(5´-3´) 
Cebador inverso 
(5´-3´) 
Tamaño 
(pb) 
PAREJA 1 GGAGCGTCGTTGATGGATGG AGGCGAACGAGGTTAC 327 
PAREJA 2 GGAGCGTCGTTGATGGATGG CGTGGGTGGAATGATTGCA 738 
PAREJA 3 CACCATGTCTCAAATTTTCATGTTCTTG AGGCGAACGAGGTTAC 1289 
Tabla 20. Parejas de oligonucleótidos empleadas para la comprobación del inserto. 
 
La reacción de amplificación se llevó a cabo en tubos de 0,2 ml en un volumen 
final de reacción de 25 µl; la mezcla de PCR contenía 50-100 ng de cDNA, 10 µl 
de una mezcla de dNTPs 10mM (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 1 µl de cada 
cebador (10µM), 2,5 µl de tampón de amplificación 10x “HotMaster™ Taq con 
Mg2+” (Eppendorf) y 0,25 µl de la enzima “Hot Master Taq polimerasa” (5U/ 
µl)(Eppendorf). 
 
La PCR se llevó a cabo utilizando el programa detallado en la (Tabla 19). 
 
1º Etapa Desnaturalización inicial 94ºC 2 min 
2º Etapa 
40 ciclos 
Desnaturalización 94 ºC 40seg 
Hibridación 50 ºC 1min 
Extensión 65 ºC 2 min 
3º Etapa Extensión final 65 ºC 10 min 
Tabla 21. Programa de PCR empleado. 
 
Una vez identificados los clones correctos, se procedió a la secuenciación de los 
mismos, en el servicio de secuenciación Secugen, para confirmar que el gen de 
interés se había clonado con la correcta orientación. Para ello, se empleó la pareja 
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de cebadores M13 directo y reverso, incluida en el kit “pENTRTM Directional 
TOPO® Cloning kit” (Invitrogen) 
3.10.1.7 Clonación en el vector de destino  
Una vez recibido el informe de secuenciación de la construcción y comprobar que 
todo era correcto, se procedió a la clonación de dicha construcción en el vector 
destino pF7KWG2 T-DNA (Fig.3.14). 
Este vector está diseñado de tal forma, que el fragmento clonado en TOPO, entra 
por recombinación homóloga en el extremo 5’ del gen de la proteína verde 
fluorescente (GFP) insertada en el plásmido, de forma que cuando se inserte en el 
genoma de la planta y se transcriba y traduzca con la maquinaria de la misma, se 
expresará una proteína verde fluorescente que irá a la localización propia de la 
proteína PME.  
 
3.14. Vector utilizado para proteínas de fusión con GFP 
 
Se empleó una relación estequiométrica 2: 1 PME-TOPO: vector destino en un 
volumen de 8 µl. A continuación, se añadió 2 µl de la enzima “LR clonasa II” 
(Invitrogen) previamente descongelada en hielo. Después de mezclar bien la 
reacción, se incubó durante 1-2 h a temperatura ambiente.  
Transcurrido este tiempo, se añadió 2 µg de la solución de proteinasa K incluida en 
el kit. Por último, la mezcla de incubó a 37ºC durante 10 min. 
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3.15. Obtención del vector de expresión (Gateway® technology) 
  
A continuación, se procedió a la transformación de E.coli con el resultado de la 
ligación. 
Se siguió el protocolo de transformación descrito en el apartado 3.8.2.7 empleando 
1 µl del resultado de la ligación. 
Finalizada la transformación, se sembraron 20 µl de cada transformación en placas 
Petri de LB y Estreptomicina (50 µg/ml). 
Tras una noche de crecimiento a 37ºC, aparecieron varias colonias aisladas. Se 
seleccionaron 5 colonias y se procedió al chequeo del inserto mediante PCR en 
colonia. 
3.10.1.8 Aislamiento del DNA plasmídico  
Las colonias positivas, se ponen cultivo en LB líquido y estreptomicina (50 µg/ml) 
y se incubó a 37ºC en agitación durante toda la noche. 
A partir de cada colonia positiva seleccionada, se inoculó tubos de ensayo con 3 ml 
de LB líquido y estreptomicina (50 µg/ml), y se mantuvieron en agitación a 190 
rpm y 37ºC hasta que alcanzaron una densidad óptica de 0,6 a 600 nm (12-16 h).  
A partir de estos cultivos se inició el aislamiento del DNA plasmídico (Miniprep) 
utilizando un protocolo basado en el empleo de 3 tampones diferentes, más 
adecuado para el aislamiento de DNA plasmídico de gran tamaño, que el kit de 
Promega empleado en los casos anteriores. 
 Los cultivos líquidos crecidos durante toda la noche, se centrifugaron a 13000 
rpm a 4ºC durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y se añadió 250 µl del 
tampón 1 (EDTA 1mM, Tris 50mM pH 8.0) y 2,5 µl RNasa A. La mezcla se agitó 
en vórtex y se incubó durante 15 min a temperatura ambiente. A continuación, se 
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añadió 250 µl del tampón 2 (NaOH 0,2Nm SDS 1%) y se mezcló suavemente 
mediante inversión del tubo varias veces. Se incubó 5 min a temperatura ambiente 
y se añadió 350 µl de tampón 3 (Acetato potásico 3M, ácido acético 1,8M, pH 5,5). 
De nuevo, se mezcló por inversión del tubo y se incubó durante 10 min en hielo. 
Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a máxima velocidad 
durante 10 min, a 4ºC. Se tomó 750 µl del sobrenadante y se puso en un tubo 
eppendorf 1,5ml. Se añadió 750 µl de isopropanol y se mezcló bien. A 
continuación, se centrifugó a 14000 rpm durante 30 min a 4ºC. Se eliminó el 
sobrenadante y se centrifugó de nuevo a 14000rpm durante 10min.  
Tras descartar el sobrenadante, las muestras se mantuvieron a 37ºC durante 10 
min. Por último, se añadió 50 µl de agua destilada estéril. 
Se analizó la concentración y pureza del DNA extraído del modo descrito en el 
apartado 3.5.3. 
Una vez chequeado el DNA plasmídico obtenido, antes de proceder al siguiente 
paso, se realizaron nuevas pruebas para confirmar la presencia del fragmento 
clonado en el DNA plasmídico purificado. Esta comprobación se llevó a cabo de 
de la misma forma que se explicó en el apartado 3.10.1.6.2  
 
3.10.2 Transformación de Agrobacterium thumefaciens 
Los vectores secundarios se transformaron en células de la cepa GV3100 de 
Agrobacterium tumefancies.  
La transformación se llevó a cabo con 2-10 µg de DNA plasmídico que se mezcló 
con 200 µl de células competentes de Agrobacterium tumefaciens. La mezcla se incubó 
en un baño con nitrógeno líquido durante 5 min seguido de una incubación a 37ºC 
durante 5 min más. A continuación, se añadió 1 ml de LB y se incubó a 28ºC en 
agitación, durante 2-6 h. 
Las células de Agrobacterium transformadas, se sembraron en placas de Petri de LB 
sólido con rifampicina (50 µg/ml), estreptomicina (50 µg/ml) y espectinomicina 
(100 µg/ml) y se incubaron a 28ºC durante 48-72 h, aproximadamente.  
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Se seleccionaron varias colonias al azar y se comprobaron los positivos mediante 
PCR en colonia, utilizando los cebadores específicos de los genes introducidos en 
el plásmido. 
A continuación, se procedió al aislamiento del DNA plasmídico de las colonias 
positivas, mediante el protocolo descrito en el apartado 3.10.1.8. 
 
Después de evaluar la concentración y la pureza del DNA extraído, se procedió a 
la comprobación del inserto mediante PCR de la misma forma descrita en el 
apartado 3.10.1.6.2. 
 
3.10.3 Transformación transitoria de plantas de Nicotiana tabacum 
mediante agroinfiltración. 
La transformación de las plantas de Nicotiana tabacum se realizó mediante la técnica 
de agroinfiltración. Las plantas se utilizaron para transformación cuando 
presentaban aproximadamente 1 mes de edad. El Agrobacterium transformado se 
cultivó en 10 ml de LB conteniendo los antibióticos correspondientes a 28ºC hasta 
la saturación. 
Una vez crecido el cultivo, se separaron las células centrifugando a 3500 rpm 
durante 10 min. Se descartó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 5 
ml de tampón de inducción (MgCl2 10mM, MES 10mM pH 5,6 y acetosiringona 
150 µM). Se incubó durante 2 -3 h a temperatura ambiente. 
Transcurrido este tiempo, se midió la densidad óptica a 600 nm, que debía estar 
entre 0,1-0,2. En los cultivos con densidad óptica mayor a la deseada, se 
prepararon diluciones con tampón de dilución (MgCl2 1M, MES 1M pH 5,6) hasta 
ajustarlos a la densidad óptima adecuada. 
Por último, se llevó a cabo la infiltración del tejido por el envés de la hoja 
utilizando una jeringuilla de 1 ml sin aguja y mediante presión sobre el dedo, como 
lo describe Scofield et al. 1996. 
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Una vez realizada la transformación, las plantas se cubrieron con una película 
transparente para mantener la humedad y se mantuvieron en las cámaras de 
crecimiento habituales.  
 
3.10.4 Análisis confocal de las plantas transformadas 
Transcurridas 48-72 h de la transformación, se cortó con ayuda de un bisturí, un 
área de 1 cm2, aproximadamente, de la zona de la hoja previamente infiltrada. Se 
dispuso en un portaobjetos y se montó empleando como medio de montaje 
glicerol: PBS (1:1). 
Finalmente, la preparación, se observó en el microscopio láser de confocal (Leica 
TCS SP5). 
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4.1 DESARROLLO IN VITRO Y CARACTERIZACIÓN CELULAR DE LA 
REPROGRAMACIÓN DE LA MICROSPORA A EMBRIOGÉNESIS 
 
La embriogénesis de polen mediante el cultivo de microsporas aisladas, proceso que 
permite el desarrollo de líneas homocigotas completas a partir de parentales 
heterocigotos en mucho menos tiempo que mediante técnicas de mejora genética 
tradicional. Esto implica la reprogramación de la microspora, hacía una ruta de 
desarrollo diferente y el inicio de procesos de proliferación y diferenciación que 
culminan con la formación del embrión y la regeneración de plantas haploides y 
doble haploides. 
 
4.1.1 Etapas principales del desarrollo in vitro de embriogénesis del polen en 
Brassica napus 
La colza se considera un sistema modelo para el estudio de embriogénesis a partir del 
cultivo de microsporas. Tras el aislamiento de las microsporas en la etapa de mayor 
respuesta a embriogénesis (etapa de microspora vacuolada) y su puesta en cultivo 
(Apartado 3.2.3), se somete a un estrés térmico a 32ºC acompañado de oscuridad. 
Tras el estrés inductor, algunas microsporas en cultivo cambian su programa de 
desarrollo hacía la ruta embriogénica.  
En la figura 4.1, se muestra un esquema de los principales acontecimientos del 
cultivo de microsporas de esta especie. 
Tras 3 ó 4 días del inicio del cultivo, algunas microsporas dividen de forma simétrica, 
dando lugar a dos células semejantes en tamaño y organización estructural (Fig. 4.3-
B), lo que supone el inicio de la ruta embriogénica o esporofítica. A partir de este 
momento, cada célula comienza a dividirse simétricamente, con interfases cortas, que 
propician la aparición de estructuras multicelulares o proembriones rodeados en esta 
primera fase, por la cubierta especial del polen, la exina. 
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Figura 4.1. Representación esquemática de las principales etapas del desarrollo 
embriogénico de microsporas de Brassica napus en sistemas de inducción a 32ºC, respecto al 
tiempo de aparición. 
 
Transcurridos 6 ó 7 días del inicio del cultivo, se observan estructuras embriogénicas 
más avanzadas, caracterizadas por un mayor tamaño debido a su mayor número de 
células, en las que ya se ha producido la rotura de la exina por las zonas de las 
aperturas, permitiendo de esta manera un crecimiento más rápido del embrión 
(Fig.4.3-C). El cultivo no es totalmente sincrónico, por lo que también se observan 
estructuras cuya tasa de división es inferior y todavía no pasan de 3 células (Fig.4.2-
B). 
 
Figura 4.2. Cultivo de microsporas de Brassica napus.  
Imágenes tomadas en microscopio multidimensional in vivo. A: Vista panorámica a día 0 del 
cultivo. B: Vista panorámica a día 10 del inicio del cultivo. Barras: 50µm. 
 
A partir de 12-14 días del inicio del cultivo, se pueden observar los primeros 
embriones globulares (Fig.4.3-D). En este momento, el cultivo se transfiere a 25ºC, 
en oscuridad y agitación, condiciones que favorecen el desarrollo posterior del 
embrión.  
 
Figura 4.3. Etapas principales del desarrollo embriogénico a partir de microsporas de 
Brassica napus L. 
Imágenes en contraste de fase, tomadas en microscopio multidimensional in vivo. A: 
microspora vacuolada después del aislamiento; B: proembrión de dos células rodeado de la 
exina; C: proembrión con exina rota; D: embrión globular; E: embrión corazón; F: embrión 
torpedo; G: imagen panorámica de una placa con embriones cotiledonares; H: embrión 
cotiledonar maduro. Barras: A: 10µm; B,C: 20µm; D,E,F: 50µm.  
 
 
En pocos días más de desarrollo, el embrión adopta una morfología típica de corazón 
(Fig.4.3-E).  
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Aproximadamente a los 16-20 días desde el inicio del cultivo, el embrión comienza a 
elongarse, al tiempo que se desarrollan los cotiledones, apareciendo los embriones 
tipo torpedo (Fig.4.3-F).  
Finalmente, entre los 20-25 días desde el inicio del cultivo, los embriones aumentan 
de tamaño y maduran hasta el estadio denominado cotiledonar (Fig.4.3-H).  
 
4.1.2 Germinación de embriones y regeneración y aclimatación de las plantas 
derivadas de microsporas 
4.1.2.1 Germinación de embriones 
Los embriones derivados de microsporas, en estado cotiledonar maduro, se 
germinaron a 18ºC y oscuridad, en placas de Petri estériles tal y como se explicó en el 
apartado 3.2.6. Transcurridos 20-24 días en estas condiciones, se observó el 
desarrollo de la radícula y una coloración amarillenta en los cotiledones (Fig.4.4-A). 
En este momento, los cultivos se transfirieron a 25ºC con un fotoperiodo de 16h. 
Aproximadamente una semana después, se produjo la activación de la clorofila y 3 
semanas más adelante, se desarrollaron plántulas in vitro con 3-4 hojas (Fig. 4.4-B). 
4.1.2.2 Aclimatación de las plantas regeneradas in vitro 
Las plántulas de 3-4 hojas obtenidas, se sub-cultivaron en tubos de cultivo con medio 
de germinación (Apartado 3.26) y se incubaron a 25ºC con un fotoperiodo de 16h. 
Transcurridos 21 días de cultivo en estas condiciones, se observó un desarrollo foliar 
más avanzado, con plántulas de 8-10 hojas. En este momento, estos cultivos se 
transfirieron a frascos de cristal estériles conteniendo una proporción medio MS sin 
sacarosa y tierra al 50% (Apartado 3.26) y se incubaron a 25ºC con un fotoperiodo de 
16h para conseguir la aclimatación de las plántulas de unas condiciones heterotróficas 
a unas condiciones autotróficas (Fig.4.4.-C). 
 
Figura 4.4. Conversión de embriones derivados de microsporas a plantas. 
A,B,C: etapas consecutivas de la germinación de embriones. A: embriones desecados al aire a 
los tras 20d de incubación a 18ºC. B: Activación de la clorofila y pigmentación de los 
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cotiledones del embrión como respuesta a la exposición a la luz (10-12d). C: Plántulas con 2-
3 hojas tras de 21-28d a 25ºC con un fotoperiodo de 16h. D,E,F,G: Etapas consecutivas 
durante el crecimiento y transferencia a condiciones fotoautotróficas. D: Elongación de 
plántulas y desarrollo en medio MS; E: Transferencia de las plántulas a frascos de cristal con 
tierra para su aclimatación. F: Planta regenerada transferida al invernadero. G: Floración y 
crecimiento avanzado de una planta DH espontánea adulta. 
 
Tras 21-30 días en estas condiciones, se produjo la elongación del nuevo tallo, 
acompañado de la multiplicación de las hojas (15-20 hojas) y el crecimiento de la raíz, 
visible a través de la parte basal del frasco de cristal (Fig.4.4-D). Estas plántulas 
fotoautótrofas se transfirieron a tiestos de plástico con tierra y se crecieron en 
cámaras de crecimiento en las mismas condiciones descritas para las plantas 
donadoras en el apartado 3.1.2 (Fig.4.4-E, F). Después de 1 semana, las plantas se 
trasladaron al invernadero, empleando de nuevo las mismas condiciones descritas 
para las plantas donadoras (Fig.4.4- G).  
 
4.1.3 Nuevo sistema de inducción a embriogénesis de microsporas de 
Brassica napus mediante estrés a 18ºC 
En esta Tesis, se ha identificado un nuevo sistema de inducción de embriogénesis, 
alternativo al sistema descrito en el apartado 3.2, considerado como la ruta 
convencional del desarrollo embriogénico del polen de Brassica napus inducido 
mediante estrés a 32ºC. 
Este nuevo sistema de inducción a embriogénesis consiste en someter a las 
microsporas vacuoladas aisladas puestas en cultivo a un estrés térmico de 18ºC, en 
lugar de 32ºC.  
Las principales diferencias observadas en ambos sistemas de embriogénesis, son los 
tiempos de desarrollo (más lentos en el sistema de 18ºC) y la arquitectura celular 
observada en términos de formación de estructuras multicelulares derivadas de 
microsporas (aparición de estructuras tipo suspensor en el sistema de 18ºC). 
 
 El proceso de selección de microsporas en la fase de mayor respuesta, su aislamiento 
y puesta en cultivo, se realizó tal y como se describió en el aparatado 3.2.3. 
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Posteriormente, las microsporas vacuoladas aisladas y puestas en cultivo, se 
sometieron a un estrés térmico a 18ºC y oscuridad. 
En la figura 4.5, se muestra un esquema de los principales acontecimientos que 
tienen lugar en este nuevo sistema de embriogénesis de microsporas. 
 
Figura 4.5. Representación esquemática de las principales etapas del desarrollo 
embriogénico de microsporas de Brassica napus en sistemas de inducción a 18ºC, respecto al 
tiempo de aparición. 
 
Durante los primeros 6-7 días del cultivo, predominan estructuras ovaladas con 3 
núcleos, análogas al polen tricelular maduro de esta especie, indicando que una parte 
de la población de microsporas sigue un desarrollo gametofítico in vitro en esos 
primeros días a 18ºC (datos no mostrados). Sin embargo, transcurridos 9-11 días 
desde la puesta en cultivo, se observaron las primeras divisiones celulares simétricas, 
indicativos del inicio del proceso de embriogénesis (Fig.4.6-B). Siguiendo a estas 
divisiones simétricas iniciales, a los 13-15 días, la proliferación celular continuó 
mediante dos tipos de desarrollo diferentes. La mayoría de las microsporas con 
divisiones embriogénicas, siguen un desarrollo que denominamos tipo filamentoso 
(Fig.4.5) al formar estructuras alargadas. Sin embargo, se observó que algunas células 
también seguían un desarrollo no filamentoso (datos no mostrados), similar al 
descrito para el sistema de inducción a 32ºC (Fig.4.5). 
Transcurridos 21-24 días desde el inicio del cultivo, se observaron proembriones 
filamentosos y no filamentosos de mayor tamaño (Fig.4.6-C, D, E); la estructura 
filamentosa era similar al suspensor de los embriones cigóticos (Fig.4.6-F). Cuando 
aparecieron los primeros embriones globulares observados a simple vista, los cultivos 
se transfirieron a 25ºC en oscuridad y agitación. 
En las etapas sucesivas la mayoría de los embriones observados poseían una 
estructura similar, caracterizada por una cabeza globular y un suspensor filamentoso 
(Fig.4.6-G). El desarrollo de numerosas estructuras con suspensor supone una 
diferencia importante con respecto al sistema de embriogénesis a 32ºC, en el que no 
aparecen. 
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Se observó que el crecimiento y desarrollo del suspensor se inicia en las etapas de 
embrión globular temprano y se mantiene hasta las fases de embrión corazón tardío 
(Fig.4.6-H, I). A continuación, el desarrollo continúa con la aparición de embriones 
torpedo, la mayoría ya sin suspensor, (datos no mostrados). Finalmente, 
transcurridos 35-40 días desde el inicio del cultivo, se forman los embriones 
cotiledonares maduros, con las mismas características morfológicas que los obtenidos 
mediante el sistema de inducción a embriogénesis a 32ºC (datos no mostrados). 
 
Figura 4.6. Principales etapas de la ruta embriogénica con desarrollo de una 
estructura tipo suspensor a partir del tratamiento de estrés inductor a 18ºC. 
A-G: Imágenes en contraste de fase de preparaciones con DAPI en aplastado para la 
visualización de los núcleos. A: célula de mayor tamaño con exina rota; B,C: proembriones 
de dos células con restos remanentes de la exina adheridos a una de las células (13-15d); D,E: 
proembrión de 3 y 7 células con estructura similar al suspensor (17-19d). F: proembriones 
con 4 -6 células en la parte del embrión propiamente dicho. G: proembrión con 6-8 células 
en la estructura similar al suspensor, con la exina adherida al extremo terminal (21-24d). 
Barras: A-F: 20µm; G: 40µm; H,I: 100µm. 
4.1.4 Marcadores celulares de las distintas etapas de embriogénesis del polen 
en Brassica napus 
Con objeto de caracterizar las principales etapas del desarrollo embriogénico de 
Brassica napus frente al desarrollo gametofítico, se llevó a cabo la monitorización de 
los cambios que tienen lugar en ambos programas de desarrollo mediante diferentes 
citoquímicas e inmunocitoquímicas para diferentes componentes celulares y su 
análisis en el microscopio óptico de fluorescencia y confocal. 
 
4.1.4.1 Cambios a nivel de núcleo y citoplasma durante el desarrollo 
Para estudiar los cambios a nivel de núcleo y citoplasma que tienen lugar durante el 
desarrollo gametofítico y embriogénico del polen, se realizaron citoquímicas con: a) 
azul de toluidina (Apartado 3.3.6.1.1) para tinción general, b) DAPI (Apartado 
3.3.6.1.3) para teñir específicamente núcleos, c) I2KI (Apartado 3.3.6.1.2) para 
almidón, c) Calcofluor White para componentes celulósicos de la pared celular 
(Apartado 3.3.6.1.4) y d) inmunolocalización de RNA total el anticuerpo D44 
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(Apartado 3.4.1.2), sobre cortes semifinos de Lowicryl K4M, para cada una de las 
etapas del estudio. 
 
Para la monitorización de la ruta gametofítica in vivo, se seleccionaron anteras 
correspondientes a las fases de microspora joven, microspora vacuolada y polen 
maduro.  
Tras la liberación de la tétrada, la microspora joven se caracteriza por su pequeño 
tamaño y por poseer un gran núcleo central rodeado de un citoplasma denso y con 
escasas vacuolas pequeño tamaño (Fig.4.7-A). En esta fase, la microspora es muy 
activa transcripcionalmente, por lo que posee un alto contenido en ribosomas en el 
citoplasma y ausencia de almidón, tal y como se observa en las figuras 4.7-B y C 
respectivamente. 
Según avanza el desarrollo, la microspora aumenta su tamaño y desarrolla una gran 
vacuola, que ocupa la mayor parte del citoplasma y empuja lateralmente el núcleo a 
una posición periférica en la célula (Fig.4.7-D). La tinción con DAPI muestra un 
patrón de cromatina descondensada, con algunas masas de heterocromatina. La 
inmunofluorescencia con anti-RNA en esta fase muestra una intensa señal 
citoplásmica (Fig.4.7-F), indicativo de una abundante población ribosómica. Por otro 
lado, la citoquímica con I2KI revela ausencia de almidón en esta fase (Fig.4.7-E). 
Después de la primera división mitótica del polen, se forma el grano de polen, 
constituido por dos células diferentes, la célula vegetativa, que ocupa la mayor parte 
del volumen del grano de polen y la célula generativa, de pequeño tamaño (Fig.4.7-
G).  
 
Figura 4.7. Desarrollo gametofítico in vivo de Brassica napus. 
A-C: Microspora joven; D-F: Microspora vacuolada; G-I: Polen bicelular. A-G: Citoquímica 
con azul de toluidina para visualizar la estructura general. B-H: Citoquímica para almidón. C-
I: Inmunofluorescencia con anti-RNA y tinción con DAPI. Barras: 10µm  
La tinción con DAPI muestra claramente esta asimetría, que además también se 
refleja en el patrón de cromatina de ambos núcleos. El núcleo vegetativo presenta 
una cromatina más descondensada, similar a la de la microspora, mientras que el 
núcleo de la célula generativa, posee un patrón de cromatina muy condensado, que 
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aparece con una intensa señal fluorescente. El citoplasma de la célula vegetativa, 
muestra pequeñas vacuolas (Fig.4.7-G), así como una intensa señal de 
inmunofluorescencia con anti-RNA (Fig.4.7-I). En esta fase, ya se observan grandes 
depósitos de almidón por todo el citoplasma, reveladas como depósitos densos por la 
citoquímica del I2KI (Fig.4.7-H). 
Los controles negativos realizados eliminando el anticuerpo primario, anti-RNA 
D44, no mostraron marcado significativo (datos no mostrados). 
 
Por otro lado, también se llevó a cabo la monitorización de las principales etapas de 
la ruta embriogénica del polen de Brassica napus mediante un análisis análogo al 
realizado para el desarrollo gametofítico (Fig.4.8). 
Las microsporas reprogramadas, inician la ruta embriogénica con una división 
simétrica que da lugar a dos células con núcleos de tamaño, forma y organización 
cromatínica similares, al contrario de lo que ocurre en el polen bicelular originado en 
la ruta gametofítica (Fig.4.8-E). En estas estructuras embriogénicas, los núcleos 
quedan centrados en sus respectivas células y se forma una pared celular entre las dos 
células hijas. El citoplasma aparece denso, con numerosas vacuolas y sin depósitos de 
almidón (Fig.4.8-F). La inmunofluorescencia con anti-RNA revela un intenso 
marcado citoplásmico en estas estructuras de 2 células proembrionarias (Fig.4.8-G). 
Según avanza el desarrollo embriogénico, se producen más divisiones que dan lugar a 
estructuras multicelulares o proembriones de mayor tamaño, todavía rodeadas de la 
exina (Fig.4.8-I). El número de vacuolas en el citoplasma de estas células ha 
disminuido y se observan algunos depósitos de almidón dispersos (Fig.4.8-J). La 
inmunofluorescencia con anti-RNA muestra una señal citoplásmica muy intensa, 
indicativo de una gran población ribosómica (Fig.4.8-K). 
 
 
Figura 4.8. Primeras etapas del desarrollo embriogénico in vitro a partir de 
microsporas aisladas de Brassica napus sometidas a un tratamiento de estrés 
inductor a 32ºC. 
Microspora vacuolada después del aislamiento; E-H: Proembrión de dos células; I-L: 
Proembrión de varias células todavía rodeado de la cubierta de la exina; M-O: Proembrión de 
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varias células con la exina rota; P-S: proembrión multicelular sin exina; A-P: Citoquímica con 
azul de toluidina para visualizar la estructura general; B-Q: Citoquímica para almidón. C-R: 
Inmunofluorescencia con anti-RNA y tinción con DAPI. D-S: Imagen de DIC. Barras A-O: 
10µm; P-S: 20µm. 
 
 
Figura 4.9. Etapas avanzadas del desarrollo embriogénico in vitro a partir de 
microsporas aisladas de Brassica napus sometidas a un tratamiento de estrés 
inductor a 32ºC. 
A-C: Embrión globular; D-F; embrión corazón tardío; G-J: Embrión torpedo. I: Aumento 
de la parte cotiledonar de un embrión torpedo; J: Aumento de la parte radicular de un 
embrión torpedo. A-G: Citoquímica con azul de toluidina para visualizar la estructura 
general; B-H: Citoquímica para almidón. C-J: Inmunofluorescencia con anti-RNA y tinción 
con DAPI.  Barras A-C: 20µm; D-H: 50µm. 
En fases más avanzadas del desarrollo, las estructuras embriogénicas continúan 
dividiéndose y aumentando su tamaño, de manera que se produce la rotura de la 
exina (Fig.4.8-M). En estos proembriones, se observa un mayor número de depósitos 
de almidón, así como una intensa señal citoplásmica en la inmunofluorescencia con 
anti-RNA (Figs.4.8-N, Ñ). 
A partir de la rotura de la exina, los proembriones presentan una morfología esférica 
y un número de células variable según su estadio, generalmente en el orden de 
decenas (Fig.4.8-P). El depósito de almidón en el citoplasma incrementa y poseen 
una elevada población ribosómica (Figs.4.8-Q, R). Comienza un crecimiento rápido 
del proembrión, hasta llegar a la fase de embrión globular (Fig.4.9-A). 
En las siguientes fases de desarrollo, aparecen embriones globulares y corazón donde 
se pueden diferenciar dos tipos celulares (Figs 4.9-A, B). En el interior, una zona de 
proliferación, formada por pequeñas células poligonales con un gran núcleo central y 
citoplasma rico en RNA y un menor número de depósitos de almidón y vacuolas y la 
zona exterior formada por células más diferenciadas caracterizadas por un elevado 
número de depósitos de almidón y mayores vacuolas (Figs. 4.9-B,C,E y F).  
En los embriones torpedo, de morfología elongada, se puede observar de forma más 
patente (Fig.4.9-G). Las zonas de diferenciación, caracterizadas por citoplasmas con 
numerosas vacuolas y depósitos de almidón, mientras que las células de las zonas de 
proliferación poseen citoplasmas más densos y con menor acúmulo de almidón 
situadas en las zonas meristemáticas del embrión (Fig. 4.9-H). La 
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inmunofluorescencia con anti-RNA muestra una intensa señal citoplásmica en todas 
las células del embrión (Fig. 4.9-I,J). 
Finalmente, los embriones maduran en el estadio denominado cotiledonar, y se 
observa su diferenciación tisular (Fig.4.10). Comienzan a aparecer en los extremos 
del embrión, el meristemo apical, entre los dos cotiledones y el meristemo radicular, 
en el extremo opuesto (ambos más densos en tinciones con azul de toluidina) 
(Fig.4.10-A).  
 
Figura 4.10. Embrión cotiledonar derivado de microsporas de Brassica napus  
sometidas a un tratamiento de estrés inductor a 32ºC. 
A-C: Panorámica de embrión cotiledonar; D-F: Aumento de la parte cotiledonar del 
embrión; G-I: Aumento de la parte radicular del embrión. A,D,G: Citoquímica con azul de 
toluidina; B,E,H: Citoquímica de almidón; C,F,I: Inmunofluorescencia con anti-RNA y 
tinción con DAPI. 
 
Las células de las zonas no meristemáticas desarrollan grandes vacuolas quedando el 
núcleo y el resto de orgánulos citoplásmicos en una estrecha banda periférica 
(Fig.4.10-D). Al igual que en el embrión torpedo, las zonas más diferenciadas 
(periféricas), muestran un mayor acúmulo de gránulos de almidón, mientras que las 
zonas de proliferación contienen un menor contenido de almidón Este patrón, se 
observa tanto en la parte cotiledonar como en la parte radicular del embrión maduro 
(Figs.4.10-B,E,H). La inmunofluorescencia con anti-RNA muestra una intensa señal 
citoplásmica en todas las células del embrión (Figs.4.10-F,I). 
 
4.1.4.2 Cambios a nivel de pared celular durante el desarrollo 
Las modificaciones en los componentes de la pared celular y en los residuos de 
pectinas tienen un papel importante en la iniciación de la respuesta de la microspora 
en relación al destino celular y al desarrollo.  
Se han realizado citoquímicas con Calcofluor White para el estudio de los 
componentes celulósicos de la pared celular, sobre cortes semifinos de Historesin 
Plus en las principales etapas del desarrollo gametofítico (anteras en fase de 
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microspora joven, microspora vacuolada y polen maduro) y las primeras fases del 
desarrollo embriogénico de Brassica napus. 
Durante el desarrollo gametofítico in vivo, en las fases de microspora joven y 
microspora vacuolada, la tinción con Calcofluor White muestra una señal de 
fluorescencia específica en las paredes celulares del tejido somático de la antera, 
mientras que las paredes de la microspora no muestran señal (Fig.4.11-A). Después 
de la primera mitosis del polen, la pared de la célula generativa recién formada, 
aparece teñida específicamente con Calcofluor White, como una fina línea 
fluorescente (Fig.4.11-C). En el polen maduro, no se observa señal fluorescente en la 
pared celular, excepto en las aperturas (regiones de pared engrosada por donde 
germina el tubo polínico), que muestran una fluorescencia específica en la parte 
interna (Fig.4.11-E). Así mismo, tampoco se observó tinción de la capa interna del 
grano de polen, la intina, en ninguna fase el desarrollo gametofítico (Figs.4.11-
A,C,E). 
 
 
Figura 4.11. Tinción fluorescente con Calcofluor White durante el desarrollo 
gametofítico de Brassica napus: 
A,B: Antera en fase de microspora joven; C,D: Antera en fase de microspora vacuolada; E,F: 
Antera en fase de polen bicelular; B,D,F: las mismas secciones observadas bajo contraste de 
fase. A,C,E: Citoquímica con Calcofluor White: A: no se observa fluorescencia en la pared de 
la microspora joven, solo en las paredes de las células somáticas de la antera. C: Señal 
específica de Calcofluor en la pared recién formada de la célula generativa (flecha). E: Señal 
específica de Calcofluor en las región de la pared de las aperturas del polen. CW: Calcofluor 
White; PA: pared de la antera; CF: Contraste de fase. 
 
Figura 4.12. Tinción fluorescente con Calcofluor White durante el desarrollo 
embriogénico de Brassica napus: 
A: Vista panorámica de las microsporas tras el aislamiento. B: Vista panorámica de las 
microsporas en cultivo transcurridos 4 días: solo las microsporas reprogramadas presentan 
señal fluorescente en sus paredes celulares. C-F: detalles de proembriones derivados de 
microsporas con paredes teñidas diferencialmente con Calcofluor. Barras: A,B 50µm; C-J: 
10µm. 
 
Por otro lado, en el desarrollo embriogénico in vitro de la colza, se observa un 
comportamiento diferencial frente a la tinción de Calcofluor White. En la etapa 
inicial del cultivo, enriquecida en microsporas en fase de microspora vacuolada, no se 
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observa ninguna señal fluorescente con esta citoquímica (Fig.4.12-A). Sin embargo, 
tras 4 ó 5 días en cultivo, se observa una población celular muy heterogénea, 
compuesta por estructuras que han cambiado su programa de desarrollo hacía una 
ruta embriogénica, frente a células que no han respondido al estrés inductor En este 
caso, se observa que sólo las paredes de las microsporas que han cambiado su ruta y 
de las estructuras multicelulares derivadas de microsporas muestran una fluorescencia 
específica con la tinción de Calcofluor apareciendo el resto de las estructuras 
negativas a esta técnica citoquímica (Fig.4.12-B). 
Las microsporas positivas a la tinción con Calcofluor, muestran una intensa 
fluorescencia en la pared periférica localizada debajo de la exina. Las paredes 
divisorias internas de estructuras multicelulares también aparecen intensamente 
teñidas (Fig.4.12-C,B,E). Sin embargo, en proembriones más avanzados en el 
desarrollo, el marcado de estas paredes es más débil (Fig.4.12-F). 
 
4.1.5 Caracterización celular de las primeras etapas de la embriogénesis del 
polen en olivo (Olea europea L) 
La reprogramación de microsporas a embriogénesis conlleva determinados cambios 
que afectan a la organización estructural y a la actividad celular, que pueden ser 
considerados como marcadores del proceso de embriogénesis.  
En esta Tesis, se realizó la caracterización celular e identificación de marcadores 
tempranos en otra especie de gran interés económico, el olivo, en la que se ha 
desarrollado un sistema in vitro de microsporas aisladas para inducción a 
embriogénesis (Bueno et al. 2005). 
Con objeto de identificar los cambios celulares que tienen lugar en las microsporas 
del olivo tras su reprogramación a embriogénesis y en las primeras estructuras 
multicelulares derivadas de polen que aparecen en los cultivos, se realizó un estudio 
similar al descrito en Brassica napus para identificar la acumulación de almidón, la 
aparición de divisiones simétricas, formación de nuevas paredes celulares, población 
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ribosómica y cambios en componentes de la pared celular, estudio que también sirvió 
como análisis comparativo con los resultados obtenidos en la colza.  
 
Los resultados muestran cambios celulares definidos, algunos de ellos, característicos 
de proliferación celular, que se pueden considerar como marcadores tempranos del 
proceso de embriogénesis a partir de la microspora del olivo.  
 
4.1.5.1 Monitorización del desarrollo gametofítico in vivo frente al desarrollo 
embriogénico in vitro del polen en olivo 
Al igual que en Brassica napus, también se llevó a cabo la monitorización de los 
cambios que tienen lugar en ambos programas del desarrollo del polen de olivo 
mediante las citoquímicas e inmunocitoquímicas previamente descritas (Apartado 
4.1.4.1) sobre cortes semifinos de Historesin Plus. 
 
Para la caracterización de la ruta gametofítica in vivo, se seleccionaron anteras 
correspondientes a las fases de microspora joven, microspora vacuolada y polen 
bicelular maduro.  
Tras la liberación de la tétrada, las microsporas desarrollan una gran vacuola que 
ocupa la mayor parte del citoplasma y empuja al núcleo a una posición periférica en 
la célula (Fig.4.13-A). La inmunofluorescencia con anti-RNA en esta fase muestra 
una intensa señal citoplásmica (Fig.4.13-D), indicativo de una abundante población 
ribosómica. Después de la primera división mitótica, se forma el grano de polen 
bicelular (Fig.4.13-B). Inicialmente, la célula generativa se localiza en la periferia de la 
célula, en contacto con la pared del polen, la exina. Esta célula presenta una 
cromatina más condensada, tal y como se observa en la tinción con DAPI (Fig.4.13-
H). Por otro lado, el núcleo de la célula vegetativa ocupa una posición central y 
presenta una cromatina más descondensada, que se refleja en una menor 
fluorescencia en la tinción con DAPI (Fig.4.13-B,H). El citoplasma de la célula 
vegetativa, muestra pequeñas vacuolas (Fig.4.13-B), así como una intensa señal en la 
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inmunofluorescencia con anti-RNA (Fig.4.13-B,E). Ambos núcleos están libres de 
señal fluorescente, excepto los nucleolos.  
 
Figura 4.13. Desarrollo gametofítico in vivo de Olea europaea. 
A,D,G,J: microspora vacuolada; B,E,H,K: polen bicelular joven; C,F,I,L: Polen bicelular 
maduro. A-C: Citoquímica con azul de toluidina para visualizar la estructura general. D-F: 
Inmunofluorescencia con anti-RNA. G-I: Citoquímica con DAPI específica para visualizar 
núcleos. J-L: Citoquímica para almidón. V: vacuola; VN: núcleo vegetativo, G: núcleo 
generativo; flechas: nucleolo. Barras: 10µm. 
Más tarde, en estadios de polen más avanzados en el proceso de maduración, la 
célula generativa migra al centro del grano de polen (Fig.4.13-C,I) y el citoplasma 
muestra una abundante población ribosómica (Fig.4.13-C,F). 
Los controles de la inmunofluorescencia realizados eliminando el primer anticuerpo, 
no muestran ninguna señal (datos no mostrados).  
La citoquímica de ioduro potásico para almidón, reveló la dinámica de acumulación 
de almidón durante el desarrollo gametofítico. En la fase de microspora vacuolada, 
no hay acumulación de almidón (Fig.4.13-J), mientras que en estadios posteriores el 
acúmulo de almidón en el citoplasma de la célula vegetativa aumenta, indicando una 
progresiva acumulación de depósitos de almidón durante la maduración del polen 
(Fig.4.13-K,L). 
 
Para la caracterización celular de la ruta embriogénica del olivo, se recogieron 
muestras a los tres y seis meses de la puesta en cultivo, ya que en esta especie leñosa 
los tiempos de desarrollo con mucho más largos (Bueno et al. 2005) y se analizaron 
mediante aplastados con DAPI (Apartado 3.2.4.1) para evaluar el número de núcleos 
de las estructuras embriogénicas derivadas de granos de polen. El análisis mediante 
microscopio confocal reveló estructuras con dos, tres y cuatro núcleos (Fig.4.14) 
todavía rodeadas por la exina, tal y como se muestra en las imágenes de DIC 
correspondientes (Fig.4.14-E-H) 
Los núcleos de estas microsporas (Fig.4.14-B) son similares en tamaño, forma y 
grado de condensación cromatínica, lo que sugiere que se formaron a partir de una 
división simétrica, al contrario de lo que ocurre en el caso del polen bicelular que se 
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forma a partir de una división asimétrica durante el desarrollo gametofítico (Fig.4.13-
H,I). Estas estructuras multicelulares derivadas de polen o proembriones, se 
encontraron tanto en cultivos de 3 como de 6 meses de antigüedad, indicando una 
elevada asincronía en la respuesta a embriogénesis de las microsporas. 
 
Figura 4.14. Divisiones nucleares en microsporas en cultivo in vitro y formación de 
estructuras derivadas de microsporas. 
A-D: Citoquímica con DPAI, específica para núcleos. E-H: imágenes obtenidas mediante 
contraste diferencia de Nomarsky mostrando la exina de la microspora. Microsporas con 2, 3 
y 4 núcleos con tamaño y grado de condensación cromatínica similar. Barras: 10µm.  
 
Por otro lado, se tomaron muestras de los cultivos in vitro, se fijaron y se procesaron 
para realizar un análisis en microscopía óptica similar al realizado para el desarrollo 
gametofítico. Las citoquímicas realizadas muestran una población celular en el cultivo 
muy heterogénea (Fig.4.15-A,D). En las secciones teñidas con azul de toluidina, se 
observan algunas microsporas muertas (vacías) microsporas con forma irregular 
junto con otras estructuras de mayor tamaño y una pared celular más contrastada 
(Fig.4.15-A). Algunas de estas estructuras, presentan paredes internas (Fig.4.15-B) 
indicativo de que están ocurriendo divisiones celulares durante el cultivo en algunas 
microsporas y se han formado estructuras multicelulares. 
La citoquímica con ioduro potásico, muestra un elevado contenido de almidón en 
algunas de las microsporas del cultivo (Fig.4.15-D) que poseen elevado número de 
amiloplastos, que aparecen como puntos citoplásmicos oscuros (Fig.4.15-C) igual que 
el polen maduro en el desarrollo gametofítico in vivo. Sin embargo, otra parte de las 
microsporas del cultivo, no muestran acumulación de almidón. Se observa que en las 
estructuras derivadas de microsporas con paredes celulares internas, no hay depósitos 
de almidón. 
Al contrario, la inmunofluorescencia muestra una elevada señal citoplásmica en estas 
estructuras multicelulares (Fig.4.15-C) indicando una población ribosomal muy 
elevada, característica de una intensa actividad metabólica. 
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Figura 4.15. Estructura general, inmunofluorescencia con anti-RNA y depósitos de 
almidón en microsporas en cultivo. 
A,B: Citoquímica con azul de toluidina; C: Inmunofluorescencia con anti-RNA; D,E: 
Citoquímica para almidón. A: vista panorámica de microsporas en cultivo, donde se observan 
diferentes estructuras. B: detalle de una microspora con paredes internas que tabican el 
citoplasma; C: Detalle de inmunofluorescencia con anti-RNA de un proembrión de dos 
células con gran señal citoplásmica. D: vista panorámica de microsporas en cultivo con 
presencia y ausencia de depósitos de almidón. E: detalle de microsporas en cultivo con alto 
contenido en almidón. Barras: A,D: 50µm, B,C;E:10µm. 
 
4.1.5.2 Cambios a nivel de pared celular en las estructuras multicelulares 
derivadas de microsporas en olivo 
Dada la importancia de las modificaciones en los componentes de la pared celular y 
en los residuos de pectinas en la iniciación de la respuesta celular de la microspora en 
relación al destino celular y al desarrollo, se realizó un estudio de la composición 
diferencial de la pared celular de los proembriones derivados de las microsporas 
mediante citoquímicas con Calcofluor White para componentes celulósicos e 
inmunocitoquímicas con los anticuerpos monoclonales Jim 7 y Jim 5 (Knox 1997), 
que reconocen pectinas altamente esterificadas y pectinas no esterificadas, 
respectivamente.  
 
 
Figura 4.16. Tinción fluorescente con Calcofluor White durante el desarrollo 
gametofítico de Ola europaea. 
A,D: Antera en fase de microspora joven; B,E: Antera en fase de microspora vacuolada; C,F: 
Antera en fase de polen bicelular; A,B,C: las mismas secciones observadas bajo contraste de 
fase. D, E; F: Citoquímica con Calcofluor White: D: no se observa fluorescencia en la pared 
de la microspora joven, solo en las paredes de las células somáticas de la antera. E: Señal 
específica de Calcofluor en la pared recién formada de la célula generativa (flecha). F: Señal 
específica de Calcofluor en la región de la pared de las aperturas del polen. Barras: 10µm. 
CW: Calcofluor Wwhite; PA: pared de la antera; CF: Contraste de fase. 
En la citoquímica con Calcofluor White, se obtuvieron resultados análogos a los 
descritos en la colza, tanto en el desarrollo gametofítico del polen como en las 
primeras etapas del desarrollo embriogénico. 
Al inicio del desarrollo gametofítico, en anteras correspondientes a la fase de 
microspora joven, la solución de Calcofluor White sólo tiñe las paredes de la antera, 
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sin observarse señal fluorescente en las paredes de las microsporas (Fig.4.16-A,D). 
Sin embargo, tras la primera mitosis, se observa que la pared de la célula generativa 
responde positivamente a la tinción con Calcofluor White y aparece como una fina 
línea fluorescente (Fig.4.16-B,E). Por último, en la fase de polen maduro, la solución 
de Calcofluor White tiñe específicamente la pared interna (intina) de las aperturas del 
grano de polen (Fig.4.16-C,F). 
 
Figura 4.17. Tinción fluorescente con Calcofluor White durante el desarrollo 
embriogénico de Olea europea. 
A, B: Vista panorámica de las microsporas en cultivo: presencia de microsporas con señal 
fluorescente en la pared celular, frente a otras que no. Algunas microsporas presentan señal 
fluorescente en las paredes internas que tabican el citoplasma. C-F: detalles de proembriones 
derivados de microsporas con paredes teñidas diferencialmente con Calcofluor. Barras: A, B 
50µm; C-F: 10µm. 
En el desarrollo embriogénico, se observa que sólo presentan señal fluorescente 
frente a esta tinción, las microsporas que han cambiado su ruta o estructuras 
multicelulares derivadas de microsporas con paredes internas divisorias, que también 
responden positivamente a esta tinción (Fig.4.17). 
 
Por otro lado, la inmunocitoquímica realizada con los anticuerpos Jim 5 y Jim 7 en 
las muestras procedentes de los cultivos de microsporas, muestra un mayor marcado 
con el anticuerpo Jim 5, tanto en las paredes periféricas debajo de la exina, como en 
las paredes divisorias interiores (Fig.4.18-A-C), de aquellas estructuras multicelulares 
derivadas de microsporas, lo que indica que las células de las paredes de las 
estructuras multicelulares derivadas de microsporas, son ricas en pectinas poco 
esterificadas. Por otro lado, con el anticuerpo Jim 7, que reconoce pectinas altamente 
esterificadas no se observa marcaje en estas zonas (Fig.4.18-D), mientras que los 
controles positivos con el mismo anticuerpo realizados sobre tejido somático de 
antera, mostraron una alta señal en sus paredes celulares (Fig.4.18-E). Los controles 
eliminando el primer anticuerpo no proporcionaron marcado en ningún caso 
(Fig.4.18-F). 
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Figura 4.18. Inmunolocalización de pectinas esterificadas y no esterificadas con 
anticuerpos Jim7 y Jim 5 en microsporas en cultivo. 
 
A: Inmunolocalización de pectinas no esterificadas mediante el anticuerpo Jim5 exhibe una 
reacción positiva en forma de precipitados oscuros sobre las paredes celulares de las 
microsporas y los proembriones derivados de microsporas con paredes internas que tabican 
el citoplasma. B, C: detalles de la inmunoreacción con Jim5 en proembriones derivados de 
microsporas. D: inmunolocalización de pectinas esterificadas mediante el anticuerpo Jim7. E: 
Control positivo de la inmunoreacción con Jim7 realizado en células somáticas de la pared de 
la antera. F: Control negativo eliminando el anticuerpo primario. Barras: A,D: 50µm,B,C,F,E: 
10µm. 
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4.2  MODIFICACIONES EN LOS COMPONENTES DE LA PARED 
CELULAR DURANTE LA INDUCCIÓN Y DESARROLLO DE LA 
EMBRIOGÉNESIS DEL POLEN 
4.2.1 Cambios en la esterificación de pectinas de la pared celular durante los 
dos programas de desarrollo del polen 
La proporción de pectinas esterificadas y no esterificadas en la pared celular de 
células vegetales está relacionada con procesos de desarrollo, en relación a 
proliferación y diferenciación.  
En esta Tesis se han analizado los niveles y la distribución de pectinas esterificadas y 
no esterificadas, mediante “Dot blot” e inmunolocalización con los anticuerpos Jim 7 
y Jim 5 como marcadores de pectinas esterificadas y no esterificadas, 
respectivamente, durante los procesos de desarrollo del polen y su reprogramación a 
embriogénesis.  
 
Estos estudios se llevaron a cabo en distintas fases del desarrollo gametofítico, así 
como en los principales puntos del desarrollo embriogénico de microsporas, en 
cultivos in vitro. 
 
Los resultados muestran un patrón de distribución diferencial de pectinas 
esterificadas y no esterificadas en ambos procesos de desarrollo.  
 
4.2.1.1 Análisis de la presencia de pectinas esterificadas y no esterificadas 
mediante “immuno dot blot” 
Se realizó un “immuno dot blot” con los anticuerpos Jim 7 y Jim 5, que reconocen 
pectinas esterificadas y no esterificadas, respectivamente, con objeto de detectar 
diferencias en los niveles de esterificación de las pectinas de la pared celular durante 
los dos programas desarrollo del polen. 
Resultados 
170 
Se analizaron muestras de microsporas aisladas de anteras extraídas de yemas florales 
en las etapas de microspora vacuolada y polen maduro correspondientes al desarrollo 
gametofítico, frente a las diferentes etapas del desarrollo embriogénico del polen en 
Brassica napus (etapa de proembrión con y sin exina, embrión globular, torpedo y 
embrión cotiledonar maduro). 
 
 
Figura 4.19. Localización de pectinas esterificadas y no esterificadas en las 
principales etapas del desarrollo gametofítico y embriogénico de Brassica napus, 
mediante Dot blot. 
PM: Polen maduro; MV: microspora vacuolada; P: proembrión; EG: embrión globular; ET: 
embrión torpedo; EC: embrión cotiledonar. Jim7: anticuerpo frente a pectinas altamente 
esterificadas. Jim5: anticuerpo frente a pectinas no esterificadas. Se empleó la tinción con 
Rojo Ponceau como control de carga. 
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Se realizó una tinción con Rojo Ponceau como control de carga de los extractos de 
proteínas cargados sobre la misma membrana de nitrocelulosa en la que se realizó 
después el “immuno dot blot” (Apartado 3.6). En la figura 4.19, se observa una 
intensidad de marcado con Rojo Ponceau similar en todos los casos, lo que indica 
que no hay diferencias en la cantidad de muestra cargada en la membrana para cada 
punto analizado. 
La fase de microspora vacuolada muestra una señal muy intensa con el anticuerpo 
Jim 7, mientras que con el anticuerpo Jim 5 no presenta ninguna señal. Por otro lado, 
en la fase de polen maduro se observa el resultado contrario (Fig.4.19).  
En las primeras etapas del desarrollo embriogénico del polen, caracterizadas por ser 
etapas muy proliferativas, donde predominan estructuras multicelulares que acaban 
de romper la exina, o están a punto de hacerlo, se observa una intensa señal con el 
anticuerpo Jim 7, mientras que la señal con el anticuerpo Jim 5 es mucho más débil. 
Según avanza el desarrollo embriogénico, empiezan a coexistir los procesos de 
proliferación y diferenciación, de manera que en la etapa correspondiente al embrión 
globular, se observa una disminución en la señal con el anticuerpo Jim 7 y un 
aumento en la señal con el anticuerpo Jim 5, siendo predominante la señal detectada 
con este último (Fig.4.19). A partir de este punto, en las etapas correspondientes al 
embrión torpedo y cotiledonar el incremento de la proporción de pectinas no 
esterificadas frente a pectinas esterificadas se hace más notable, de manera que la 
señal obtenida con el anticuerpo Jim 7 en estas fases es prácticamente inapreciable 
(Fig.4.19). 
 
4.2.1.2 Inmunolocalización de pectinas esterificadas y no esterificadas 
La inmunolocalización de pectinas esterificadas y no esterificadas se realizó mediante 
el empleo de los anticuerpos Jim 5 y Jim 7 respectivamente, en los mismos puntos 
del desarrollo gametofítico y embriogénico del apartado anterior, a partir de 
inmunofluorescencias y posterior análisis en microscopio láser confocal. 
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El estudio en el desarrollo gametofítico se llevó a cabo sobre criocortes semifinos de 
anteras correspondientes a las etapas de microspora vacuolada y polen maduro. 
 
 
Figura 4.20. Inmunofluorescencia con anticuerpos Jim5 y Jim7 durante el desarrollo 
gametofítico de Brassica napus sobre criocortes semifinos. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim5 y Jim7 marcada con Alexa fluor 488. A,C,E,G: microspora vacuolada; B,D,F,H: 
polen maduro. A,B,E,F: imágenes obtenidas mediante contraste diferencial de Nomarsky. 
C,D: Localización de pectinas altamente esterificadas con Jim7. G,H: Localización de 
pectinas no esterificadas con Jim5. Barras: 10 µm. 
La intina, capa subyacente a la exina, de la microspora vacuolada presenta una intensa 
señal de inmunofluorescencia con el anticuerpo Jim 7, indicando un alto contenido 
en pectinas esterificadas (Fig.4.20-C), mientras que muestra ausencia total de señal 
con el anticuerpo Jim 5 (Fig.4.20-G). Por otro lado, en el polen maduro, se observa el 
resultado contrario, hay una presencia predominante de pectinas no esterificadas, 
característico de células en diferenciación (Figs.4.20-D,H). En ambos casos, la señal 
fluorescente se localiza en la capa de la intina, quedando la exina totalmente libre de 
marca (Figs.4.20-A,B,E,F). 
 
Por otro lado, la inmunolocalización de pectinas esterificadas y no esterificadas 
durante el desarrollo embriogénico, se llevó a cabo en muestras correspondientes a 
las primeras etapas del desarrollo, así como en embriones globulares, torpedo y 
cotiledonares. Para ello, se emplearon cortes semifinos, de criostato o vibratomo, 
según los requerimientos en cada caso. 
Las paredes celulares en las primeras etapas del desarrollo embriogénico del polen, 
marcadas principalmente por procesos de proliferación celular, muestran una intensa 
señal fluorescente con el anticuerpo Jim 7, mientras que no presentan señal con el 
anticuerpo Jim 5 (Figs.4.20,4.21,4.22 y 4.23). No obstante, según avanza el proceso 
de embriogénesis y aparecen los primeros embriones globulares, comienzan a 
acontecer procesos de diferenciación, principalmente en las capas externas, que darán 
lugar a la protodermis (Figs.4.25-A,B). A partir de este momento, se observa una 
señal fluorescente diferencial con ambos anticuerpos, localizándose una mayor 
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presencia de pectinas esterificadas, marcadas con Jim 7, en las zonas internas del 
embrión, caracterizadas por ser células en proliferación, mientras que hay una mayor 
presencia de pectinas no esterificadas, marcadas con Jim 5, en las paredes de zonas 
externas del mismo, asociadas con una mayor diferenciación (Figs.4.25-A,B). 
Figura 4.21. Inmunofluorescencia con el anticuerpo Jim7 durante las primeras etapas 
del desarrollo embriogénico de Brassica napus sobre criocortes semifinos. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim7 marcada con Alexa fluor 488. A,B: microspora vacuolada tras el aislamiento. 
C,D,E,F: proembrión multicelular rodeado por la exina. A,C,E: imágenes obtenidas mediante 
contraste diferencial de Nomarsky. B,D,F: Localización de pectinas altamente esterificadas 
con Jim7. Barras: 10 µm. 
 
 
Figura 4.22. Inmunofluorescencia con el anticuerpo Jim5 durante las primeras etapas 
del desarrollo embriogénico de Brassica napus sobre criocortes semifinos. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim5 marcada con Alexa fluor 488. A,B: microspora vacuolada tras el aislamiento. 
C,D,E,F: proembrión multicelular rodeado por la exina. A,C,E: imágenes obtenidas mediante 
contraste diferencial de Nomarsky. B,D,F: Localización de pectinas no esterificadas con 
Jim5. Barras: 10 µm. 
 
 
Figura 4.23. Inmunofluorescencia con el anticuerpo Jim7 durante etapas más 
avanzadas del desarrollo embriogénico de Brassica napus sobre criocortes semifinos. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim7 marcada con Alexa fluor 488. A,B,C,D,E,F: proembrión multicelular sin exina. A,B: 
proembriones multicelulares en los que todavía se observan restos de exina. A,C,E: imágenes 
obtenidas mediante contraste diferencial de Nomarsky. B,D,F: Localización de pectinas 
altamente esterificadas con Jim7. Barras: A,B: 10 µm, C,D,E,F: 25 µm. 
 
Figura 4.24. Inmunofluorescencia con el anticuerpo Jim5 durante etapas más 
avanzadas del desarrollo embriogénico de Brassica napus sobre criocortes semifinos. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim5 marcada con Alexa fluor 488. A,B,C,E,F: proembrión multicelular sin exina. A,B: 
proembriones multicelulares en los que todavía se observan restos de exina. A,C,E: imágenes 
obtenidas mediante contraste diferencial de Nomarsky. B,D,F: Localización de pectinas no 
esterificadas con Jim5. Barras: A,B: 10 µm, C,D,E,F: 25 µm. 
 
Figura 4.25. Inmunofluorescencia con los anticuerpos Jim5 y Jim7 en las etapas de 
embrión globular y embrión torpedo del desarrollo embriogénico de Brassica napus 
sobre cortes de criostato de 40 µm. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim5 y Jim7 marcada con Alexa fluor 488. A,B: embrión globular. C,D: embrión torpedo. 
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A,C:  Localización de pectinas altamente esterificadas con Jim7. B,D:  Localización de 
pectinas no esterificadas con Jim7. Barras: A,B: 75 µm. C,D: 50 µm. 
 
Figura 4.26. Inmunofluorescencia con los anticuerpos Jim5 y Jim7 en la etapa de 
embrión cotiledonar del desarrollo embriogénico de Brassica napus sobre cortes de 
vibratomo de 50 µm (parte cotiledonar). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim5 y Jim7 marcada con Alexa fluor 488. A,C: imagen panorámica de la parte cotiledonar 
del embrión. A: localización de pectinas no esterificadas con Jim5. B: detalle de la 
localización con Jim5. C: Localización de pectinas altamente esterificadas con Jim7. D:  
detalle de la localización con Jim7. 
 
Figura 4.27. Inmunofluorescencia con los anticuerpos Jim5 y Jim7 en la etapa de 
embrión cotiledonar del desarrollo embriogénico de Brassica napus sobre cortes de 
vibratomo de 50 µm (parte radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de Jim5 y Jim7 marcada con Alexa fluor 488. A,C: imagen panorámica de la parte radicular 
del embrión. A: localización de pectinas no esterificadas con Jim5. B: detalle de la 
localización con Jim5. C: Localización de pectinas altamente esterificadas con Jim7. D: 
detalle de la localización con Jim7. 
Este fenómeno se observa también en el embrión torpedo y embrión cotiledonar 
maduro, donde se aprecia una mayor abundancia de pectinas no esterificadas, 
marcadas con Jim 5, quedando restringida la presencia de pectinas altamente 
esterificadas, marcadas con Jim 7, exclusivamente a paredes celulares de las zonas de 
proliferación existentes en estas fases del desarrollo embrionario (Figs.4.25-B,C; 4.26 
y 4.27). 
 
4.2.2 Análisis del patrón de expresión de pectinmetilesterasa durante los dos 
programas de desarrollo del grano de polen 
La enzima pectinmetilesterasa (PME), es responsable de la desmetileserificación de 
las pectinas presentes en la pared celular. En esta memoria, se han analizado los 
niveles de expresión de PME mediante RT-PCR semicuantitativa, en etapas 
específicas del desarrollo del polen y de los cultivos embriogénicos. En paralelo, 
también se analizó la distribución diferencial de los transcritos de la misma, mediante 
hibridación in situ con fluorescencia (FISH), en las etapas mencionadas. 
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Los resultados muestran una asociación entre el incremento de los niveles de 
expresión de BnPME y los procesos de diferenciación en el embrión.  
 
4.2.2.1 Análisis del patrón de expresión de PME mediante RT-PCR 
semicuantitativa 
Se realizó un análisis de expresión de PME mediante RT-PCR semicuantitativa, 
comparando los dos programas de desarrollo del polen. Para ello, se analizaron las 
etapas de microspora vacuolada y polen maduro, correspondientes al desarrollo 
gametofítico (a partir de microsporas aisladas de anteras extraídas de yemas florales 
en las correspondientes fases), frente a diferentes etapas del desarrollo embriogénico 
del polen de Brassica napus. Los cambios en el nivel de expresión de BnPME, se 
determinaron empleando la expresión del gen de la actina, BnACT-II, como control 
constitutivo. 
En la figura 4.28, se observa que la expresión de BnPME no cambia durante el 
desarrollo gametofítico del polen (se registran valores normalizados de expresión 
relativa de 1,03 en la etapa de polen maduro frente a 1,00 en la etapa de microspora 
vacuolada). Asimismo, dichos niveles también se mantienen invariables durante las 
primeras etapas de embriogénesis hasta la etapa del embrión globular, momento en el 
que se aprecia un incremento de los mismos (expresión relativa de 1,5), debido al 
inicio de procesos de diferenciación. Finalmente, en la etapa de embrión cotiledonar 
maduro, se observa un incremento más significativo, donde se registran niveles de 
expresión de BnPME con valores relativos de 1,97 (Fig.4.28). 
 
 
Figura 4.28. Análisis de la expresión relativa de PME durante el desarrollo 
gametofítico y embriogénico de Brassica napus, mediante RT-PCR semicuantitativa. 
Los productos de amplificación se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 
(1%) con bromuro de etidio 1mg/ml. La intensidad de las bandas se cuantificó en el 
analizador de imágenes con el software Quantity one de Bio-Rad. Los resultados se expresan 
como la razón entre el cDNA y la ACTII utilizada como control interno después de su 
normalización y expresa el número de veces respecto al control, al que se asigna el valor 1. 
ACTII: actina II. BnPME: Pectinmetilesterasa de Brassica napus. 
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4.2.2.2 Análisis del patrón de expresión de PME mediante FISH 
Para este estudio se empleó una sonda RNA sentido y otra antisentido, marcadas con 
digoxigenina, tal y como se describió en el apartado 3.8.2. El resultado de la 
hibridación se observó en el microscopio láser confocal. 
El estudio de expresión mediante FISH durante el desarrollo gametofítico, se llevó a 
cabo sobre criocortes semifinos de anteras correspondientes a las etapas de 
microspora vacuolada y polen maduro. 
La hibridación con la sonda antisentido, muestra un bajo nivel de expresión de 
BnPME durante el proceso de maduración del grano de polen de Brassica napus. En 
las dos etapas estudiadas, se observa una baja señal de hibridación, lo que indica una 
escasa presencia de transcritos en el citoplasma, en ambos puntos del desarrollo 
(Fig.4.29-C,D), observándose núcleos y vacuolas totalmente negativos. 
Por otro lado, la hibridación control con la sonda sentido, no muestra ningún tipo de 
señal de hibridación y tan sólo se observa la fluorescencia azul correspondiente al 
DAPI, utilizado como marcador de los núcleos (Fig.4.29-E,F). 
Por otro lado, la inmunolocalización de pectinas esterificadas y no esterificadas 
durante el desarrollo embriogénico, se llevó a cabo en muestras correspondientes a 
las primeras etapas del desarrollo, así como en embriones globulares, torpedo y 
cotiledonares. Para ello, se emplearon cortes semifinos, de criostato o vibratomo, 
según los requerimientos en cada caso. 
El análisis en el microscopio láser confocal, muestra que las primeras etapas del 
desarrollo embriogénico del polen, también poseen bajos niveles de expresión de 
BnPME (Fig.4.30-A). Según avanza el proceso de desarrollo y se produce la rotura de 
la exina de aquellas estructuras multicelulares de mayor tamaño, se aprecia un 
incremento en los niveles de expresión génica de esta enzima (Fig.4.30-C,D) revelado 
por una mayor señal de fluorescencia en el citoplasma. No obstante, el incremento de 
expresión más significativo se observa tras la aparición de los primeros embriones 
globulares (Fig.4.31-A). En esta etapa del desarrollo, se aprecia una señal de 
hibridación muy intensa a nivel citoplásmico, dejando los núcleos libres de marcado, 
lo que apoya la especificidad de la señal de hibridación (Fig.4.31-C).  
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Figura 4.29. Localización de transcritos de BnPME durante el desarrollo 
gametofítico de Brassica napus mediante hibridación in situ sobre criocortes 
semifinos de anteras. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A, C, E; 
microspora vacuolada. B, D, F: polen bicelular maduro. A, B: imágenes obtenidas mediante 
contraste diferencial de Nomarsky. C, D: hibridación con sonda antisentido. E, F: 
hibridación con la sonda sentido como control negativo de la hibridación. Barras: 10 µm.  
 
Figura 4.30. Localización de transcritos de BnPME durante el desarrollo 
embriogénico de Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre criocortes 
semifinos de estructuras multicelulares tempranas derivadas microsporas. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A, C, E: 
hibridación con sonda antisentido; B, D, F; imágenes obtenidas mediante contraste 
diferencial de Nomarsky. A, B; proembrión que acaba de romper la exina; C, D; proembrión 
más avanzado. E,F; embrión globular joven. D, F. Barras: 20 µm. 
 
Figura 4.31. Localización de transcritos de BnPME en embrión globular de Brassica 
napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato de 40 µm. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; imagen 
panorámica de la hibridación con sonda antisentido. B; imagen panorámica obtenida 
mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; detalle de la señal de hibridación. Barras: A, 
B: 75 µm, C: 10 µm. 
 
Figura 4.32. Localización de transcritos de BnPME en embrión torpedo de Brassica 
napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato de 40 µm (Parte 
cotiledonar). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 25 µm. 
 
4.33. Localización de transcritos de BnPME en embrión torpedo derivado de 
microsporas de Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato 
de 40 µm (Parte radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 25 µm. 
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4.34. Localización de transcritos de BnPME en embrión cotiledonar derivado de 
microsporas de Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato 
de 40 µm (Parte cotiledonar I). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
 
4.35. Localización de transcritos de BnPME en embrión cotiledonar derivado de 
microsporas de Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato 
de 40 µm (Parte cotiledonar II). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
 
4.36. Localización de transcritos de BnPME en embrión cotiledonar derivado de 
microsporas de Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato 
de 40 µm (Parte radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
 
4.37. Localización de transcritos de BnPME en embrión cotiledonar cigótico de 
Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato de 40 µm 
(Parte cotiledonar). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
 
4.38. Localización de transcritos de BnPME en embrión cotiledonar cigótico de 
Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre cortes en criostato de 40 µm 
(Parte radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
Además, también se observa una distribución diferencial de los transcritos, siendo su 
presencia, mayor en las células de las capas externas del embrión, más diferenciadas, 
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mientras que las células del interior muestran una señal de hibridación más débil 
(Fig.4.31-A). 
En la etapa de embrión torpedo, en la parte cotiledonar del mismo, también se 
observa la distribución diferencial de transcritos descrita en el embrión globular 
(Fig.4.32-A). Por otro lado, en la parte radicular del mismo, se observa una señal de 
hibridación citoplásmica más intensa (Fig.4.33-A). 
Finalmente, en la etapa de embrión cotiledonar maduro derivado de microsporas, de 
nuevo se aprecia la diferente distribución de transcritos de PME asociado a las zonas 
de proliferación y diferenciación. En la parte cotiledonar, se observa que en las 
regiones más proliferantes, la señal de hibridación con la sonda antisentido es más 
débil, mientras que en las regiones más diferenciadas, como son las células de las 
capas más externas del embrión, que forman la epidermis, la presencia de transcritos 
de BnPME en el citoplasma es mucho más abundante (Fig.4.34-A). Esta distribución 
diferencial queda reflejada en la figura 4.35-A, donde se pueden observar zonas con 
mayor señal de hibridación frente a zonas con menor señal. Por otro lado, en la parte 
radicular del embrión cotiledonar derivado de microsporas, la presencia de 
transcritos de BnPME es muy elevada (Fig.4.36-A). 
Con objeto de comparación, se analizó la expresión in situ de BnPME mediante FISH 
en embriones cotiledonares cigóticos. El patrón de distribución de la señal de 
hibridación es similar al obtenido en los embriones derivados de polen tanto en 
regiones cotiledonares como en regiones radiculares (Figs.4.37, 4.38). 
 
4.2.3 Localización subcelular de la enzima pectinmetilesterasa (PME) 
mediante tecnología GFP 
Se realizó la construcción de una proteína fusión combinando la proteína 
pectinmetilesterasa (PME) con una proteína GFP (PME-GFP) en el vector 
pF7KWG2, dirigiendo su expresión el promotor 35S. Esta construcción, se integró 
en la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3100 (Apartado 3.10.2) para transformación 
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transitoria de hojas de tabaco, sistema experimental modelo muy adecuado para 
sobreexpresión ectópica de genes y análisis in vivo de localización subcelular de 
proteínas acopladas a GFP. 
 
4.39. Representación esquemática de un corte histológico de una hoja. 
 
La nueva construcción se empleó para infiltrar las hojas de Nicotiana tabacum para 
estudios de expresión transitoria de nuestra proteína de interés y su visualización in 
vivo en el microscopio de confocal a las 48 h de su infiltración. Asimismo, se 
infiltraron hojas de Nicotiana tabacum con una construcción control, que incluye la 
proteína GFP, bajo el mismo promotor 35S pero no la proteína de interés (PME). 
Como control negativo adicional del experimento, se emplearon hojas de Nicotiana 
tabacum sin infiltrar. 
El análisis de la transformación se llevó a cabo a las 48 h de la infiltración a partir de 
secciones de hoja de 1 cm2 de área (aproximadamente) (Apartado 3.10.4) obtenidas 
de las regiones infiltradas con la construcción PME-GFP. El análisis in vivo en el 
microscopio confocal, mostró una intensa señal fluorescente verde y por tanto, una 
localización específica de la misma, en paredes celulares del mesófilo de hoja, 
indicando que la proteína PME después de ser transcrita y procesada es dirigida a la 
pared donde presumiblemente realizaría su actividad enzimática sobre las pectinas in 
muro (Fig.4.40-E). Los cloroplastos de las células del mesófilo, que exhiben una 
intensa señal de autofluorescencia roja emitida por la clorofila, se localizan en 
regiones del citoplasma celular sin señal de PME-GFP. 
Por otro lado, la infiltración con la construcción con GFP, proporciona una señal 
fluorescente verde inespecífica, localizada por todas las células del mesófilo de la 
hoja, incluso dentro de cloroplastos (Fig.4.40-D). Por otro lado, la hoja empleada 
como control negativo del experimento, no proporciona ninguna señal de 
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fluorescencia verde, únicamente la fluorescencia en rojo, empleada como marcador 
de cloroplastos (Fig.4.40-B). 
Cabe destacar la gran diferencia observada en el patrón de distribución de PME-GFP 
en las paredes celulares de las células del mesófilo lagunar y el mesófilo en 
empalizada. En la figura 4.41-B, se observa que la distribución de PME en el 
mesófilo lagunar se manifiesta con una señal más engrosada, sugiriendo la existencia 
de paredes celulares más gruesas en esta capa, frente a las paredes celulares del 
mesófilo en empalizada. 
También se ha localizado la proteína PME-GFP en las paredes de las células guarda 
que forman los estomas de la epidermis (Fig.4.42-B). En esta zona se observa una 
señal verde fluorescente muy intensa, debido al grosor característico de las paredes de 
estas células. 
4.40. Localización subcelular in vivo de PME en paredes de las células del mesófilo 
de hojas de Nicotiana tabacum  transformadas con la construcción GFP:PME. 
En rojo se muestra la autofluorescencia de la planta y en verde la fluorescencia de la proteína 
GFP. A,B: control negativo a partir de una hoja sin transformar. C,D: control positivo a 
partir de una hoja transformada con el vector con GFP. A,C: canal rojo. B,D: canal verde. E: 
hoja transformada con la construcción GFP:PME. Barras: 25 µm. 
 
4.41. Localización subcelular in vivo de PME en paredes de las células del mesófilo 
en empalizada y lagunar de hojas de Nicotiana tabacum  transformadas con la 
construcción GFP:PME. 
En rojo se muestra la autofluorescencia de la planta y en verde la fluorescencia de la proteína 
GFP. A: mesófilo en empalizada de una hoja transformada con la construcción GFP:PME. 
B: mesófilo en empalizada de una hoja transformada con la construcción GFP:PME. Barras 
25 µm. 
 
4.42. Localización subcelular in vivo de PME en paredes de las células guarda de los 
estomas de hojas de Nicotiana tabacum  transformadas con la construcción 
GFP:PME. 
En rojo se muestra la autofluorescencia de la planta y en verde la fluorescencia de la proteína 
GFP. A: representación esquemática de una sección longitudinal de un par de células guarda. 
B: representación esquemática de una sección transversal de par de células guarda. 
GFP:PME. C: células guarda de una hoja transformada con la construcción GFP:PME. 
Barra: 25 µm. 
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Por último, también se puede apreciar la distribución de PME-GFP en las paredes de 
las células epidérmicas (Fig.4.43-B), que siguen el patrón típico de células aplanadas 
con formas poligonales. 
 
4.43. Localización subcelular in vivo de PME en paredes de las células epidérmicas 
de hojas de Nicotiana tabacum  transformadas con la construcción GFP:PME. 
En rojo se muestra la autofluorescencia de la planta y en verde la fluorescencia de la proteína 
GFP. A: representación esquemática de las células de la epidermis. B: células epidérmicas de 
una hoja transformada con la construcción GFP:PME. Barra: 25 µm. 
4.3 CAMBIOS EPIGENÉTICOS ASOCIADOS A LA REPROGRAMACIÓN 
DE LA MICROSPORA A EMBRIOGÉNESIS 
4.3.1 Análisis de la metilación del DNA genómico 
La metilación de los residuos de citosina del DNA constituye una importante 
modificación epigenética de la fibra de cromatina, la cual adopta una conformación 
transcripcionalmente inactiva, que da lugar al silenciamiento génico. 
En esta Tesis, se han analizado los niveles y patrones nucleares de metilación del 
DNA genómico, como marca epigenética del estado funcional de la cromatina, en 
relación a la arquitectura nuclear durante el desarrollo y embriogénesis del polen. 
Estas aproximaciones se han llevado a cabo mediante electroforesis capilar de alta 
resolución (HPCE) del DNA hidrolizado e inmunofluorescencia con el anticuerpo 
anti-5-metildeoxicitidina (5mdC) sobre cortes semifinos de Historesin Plus, analizado 
posteriormente por microscopía láser confocal.  
 
Ambos estudios se llevaron a cabo en microsporas aisladas de anteras extraídas de 
yemas florales en diferentes fases del desarrollo del polen, así como en los principales 
puntos del desarrollo embriogénico a partir de microsporas en cultivo. 
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4.3.1.1 Cuantificación del nivel de metilación del DNA y su patrón de 
distribución nuclear durante el desarrollo gametofítico del polen 
La cuantificación de los niveles de metilación del DNA genómico mediante HPCE 
(Apartado 3.5) se llevó a cabo en la etapa de microspora vacuolada y polen maduro 
en las dos especies de estudio, Brassica napus y Nicotiana tabacum. 
Las medidas en HPCE, proporcionan un electroferograma formado por 5 picos, 
cuyos tiempos de elución coinciden con los correspondientes estándares de 
deoxirribonucleósidos, verificándose así la pureza de las muestras (Fig.4.44). 
 
 
 
4.44. Electroferograma obtenido mediante HPCE a 17kV. 
dC: deoxicitidina; 5mdC: 5 metildeoxicitidina; dA: deoxiadenosina; dT: deoxitimina; dG: 
deoxiguanosina. 
 
 
Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo de los niveles de 
metilación del DNA genómico durante el proceso de maduración del polen en ambas 
especies (Fig.4.45); siendo la proporción de citosinas metiladas en el polen maduro 
(11,66%) casi 4 veces mayor que en la microspora vacuolada (3,02%) en el caso de la 
colza, y aún mayor (15,21% frente a 3,42%) en la planta de tabaco. 
 
Los estudios de inmunolocalización de 5mdC se llevaron a cabo en las etapas de 
microspora vacuolada y de polen maduro del desarrollo gametofítico de Brassica 
napus. El análisis mediante microscopía de confocal refleja cambios en el patrón de 
distribución nuclear de 5mdC durante el desarrollo del polen (Fig.4.46). En etapas 
activas, como la microspora vacuolada, 5mdC tiene una distribución punteada por 
todo el núcleo, coincidiendo con las zonas de mayor condensación cromatínica 
(Fig.4.46-C). Por otro lado, en el grano de polen ya maduro, la señal de 5mdC cubre 
prácticamente todo el núcleo de la célula generativa, mientras que en el núcleo de la 
célula vegetativa, aún permanece el patrón punteado observado en la etapa anterior 
(Fig.4.46-D). 
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4.45. Cuantificación de metilación global del DNA genómico durante el desarrollo 
gametofítico de Brassica napus y Nicotiana tabacum , mediante HPCE. 
 
Los controles realizados sin desnaturalización del DNA (necesaria para que el 
anticuerpo acceda a la unión con la 5mdC) y por inmunodeplección (pre-bloqueando 
el anticuerpo in vitro con 5mdC antes de realizar la inmunofluorescencia), muestran 
ausencia de marcado (Fig.4.46-E,F) observándose únicamente la fluorescencia azul, 
debida a la tinción de núcleos con DAPI.  
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4.46. Inmunolocalización de 5mdC durante el desarrollo gametofítico de Brassica 
napus sobre cortes semifinos de Historesin Plus. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. A, C, E: microspora vacuolada. B, D, F; polen 
bicelular maduro. A, B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C,D; 
inmunofluorescencia con anti-5mdC. E; control negativo, sin desnaturalización. F;  control 
negativo por inmunodeplección. Barras: 10 µm.  
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4.3.1.2 Cuantificación del nivel de metilación del DNA y su patrón de 
distribución nuclear durante la reprogramación y desarrollo embriogénico 
del polen 
Se analizaron distintas etapas del desarrollo embriogénico del polen en colza (fases de 
microspora vacuolada y polen maduro), para la cuantificación de la metilación del 
DNA por HPCE.  
 
4.47. Cuantificación de metilación global del DNA genómico mediante HPCE 
durante el desarrollo gametofítico y tras la reprogramación a embriogénesis en 
Brassica napus. 
 
Al comparar los datos obtenidos en el desarrollo gametofítico del polen con el inicio 
de la embriogénesis, se observa que tras la reprogramación de la microspora, el nivel 
de la metilación del DNA no cambia significativamente respecto al de la microspora 
vacuolada (4,33% frente a 3,02%). El cambio del programa de desarrollo por tanto, 
modifica notablemente la dinámica de metilación del DNA, ya que tras la 
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reprogramación, no se produce el incremento de los niveles de metilación registrado 
durante la maduración del polen (se obtiene un porcentaje de metilación de 4,33% en 
proembriones, frente a 11,66% en el polen maduro) (Fig.4.47).  
 
Las primeras fases del desarrollo embriogénico, caracterizadas por ser etapas de 
proliferación, presentan bajos niveles de metilación global del DNA (4,33%), sin 
embargo, en etapas sucesivas del proceso de embriogénesis, se aprecia un incremento 
en dichos niveles, asociado a los procesos de diferenciación que tienen lugar en las 
etapas avanzadas del desarrollo embriogénico. De esta manera, en la etapa de 
embrión globular se observa un incremento significativo, con valores de metilación 
del 6,67% (Fig.4.48). No obstante, el incremento más significativo se observa en la 
etapa de embrión cotiledonar donde se registran niveles de metilación (12,27%) lo 
que supone casi 3 veces más que en los primeros proembriones (4,33%) (Fig.4.48). 
 
4.48. Cuantificación de metilación global del DNA genómico durante el desarrollo 
embriogénico de Brassica napus, mediante HPCE 
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La inmunolocalización de 5mdC se llevó a cabo en las mismas etapas del desarrollo 
empleadas en el estudio por HPCE. El análisis en microscopio confocal, muestra que 
en los primeros proembriones, la señal de 5mdC aparece en pequeños focos 
perinucleares, (Fig.4.49-D,E) de nuevo asociado a masas de cromatina condensada. 
A partir de la etapa de embrión globular, se observa un patrón de distribución de 
5mdC diferencial, con cambios en las zonas de proliferación y diferenciación, que 
tienen lugar a partir de esta etapa del cultivo, en embriones globulares, corazón y 
torpedo (Fig.4.50). En los núcleos de ambas zonas se observa un patrón punteado, 
preferentemente perinuclear, pero en las células de las zonas de diferenciación, 
situadas en las capas más externas que forman la epidermis y células subyacentes, hay 
una mayor presencia de 5mdC (puntos brillantes más grandes y numerosos) 
(Fig.4.50-B) que en las zonas de proliferación (células del interior del embrión) 
(Fig.4.50-C). Este patrón de inmunofluorescencia se observa también en embriones 
torpedo, donde se aprecia un mayor marcado en células de zonas externas (Fig.4.50-
E), más diferenciadas y menor marcado en el interior del embrión (Fig.4.50-F). 
En embriones cotiledonares, se aprecia una señal de 5mdC por toda su estructura, 
siendo mayor en las zonas de diferenciación, como son la parte cotiledonar y zonas 
externas del embrión (Fig.4.51) mientras que en regiones más proliferantes, como el 
meristemo de la zona radicular (Fig.4.52) la señal de 5mdC es más escasa, con 
núcleos con menor número de señales punteadas, siendo éstas además, de menor 
tamaño. 
Para analizar si este patrón de distribución de 5mdC era característico de los cultivos 
embriogénicos de microsporas o aparecía también durante la embriogénesis cigótica 
in planta, se realizó el ensayo en embriones cigóticos cotiledonares, extraídos de 
semillas. En las figuras 4.53 y 4.54, se observa que en los embriones cigóticos 
cotiledonares se aprecia la misma tendencia, tanto en la parte cotiledonar como en la 
parte radicular. 
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4.49. Inmunolocalización de 5mdC, durante las primeras etapas del desarrollo 
embriogénico de Brassica napus sobre cortes semifinos de Historesin Plus. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. A, B; microspora vacuolada después del aislamiento. 
C, D: proembrión con exina. E, F: proembrión al inicio de la rotura de la exina. A, C, E: 
imágenes obtenidas mediante contraste diferencial de Nomarsky. B, D, E: 
inmunofluorescencia con anti-5mdC. Barras: A, B: 10 µm; C, D, E, F: 20 µm. 
 
4.50. Inmunolocalización de 5mdC durante las etapas más avanzadas del desarrollo 
embriogénico de Brassica napus sobre cortes semifinos de Historesin Plus. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. A: imagen panorámica con azul de toluidina de un 
embrión globular. D: imagen panorámica con azul de toluidina de un embrión torpedo. B, C, 
E, F: inmunofluorescencia con anti-5mdC. B, E; detalle de la localización de 5mdC de una 
zona más diferenciada de los embriones globular y torpedo, respectivamente. C, F; detalle de 
la localización de 5mdC de una zona más proliferativa de los embriones globular  torpedo, 
respectivamente. Barras: A: 20 µm. B: 50 µm. 
 
 
4.51. Inmunolocalización de 5mdC sobre cortes semifinos de Historesin Plus de 
embrión cotiledonar maduro derivado de microsporas de Brassica napus. (Parte 
cotiledonar). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. A; inmunofluorescencia con anti-5mdC. B; detalle de 
dos núcleos. Barra: 25 µm. 
 
 
 
4.52. Inmunolocalización de 5mdC sobre cortes semifinos de Historesin Plus de 
embrión cotiledonar maduro derivado de microsporas de Brassica napus. (Parte 
radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. A; inmunofluorescencia con anti-5mdC. B; detalle de 
dos núcleos. Barra: 25 µm. 
 
4.53. Inmunolocalización de 5mdC sobre cortes semifinos de Historesin Plus de 
embrión cotiledonar cigótico de Brassica napus. (Parte cotiledonar). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. A; inmunofluorescencia con anti-5mdC. B; detalle de 
dos núcleos. Barra: 25 µm. 
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4.54. Inmunolocalización de 5mdC sobre cortes semifinos de Historesin Plus de 
embrión radicular cigótico de Brassica napus (Parte radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización 
de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. A; inmunofluorescencia con anti-5mdC. B; detalle de 
dos núcleos. Barra: 25 µm. 
 
4.3.2 Análisis del patrón de expresión de DNA metiltransferasa 1 durante los 
dos programas de desarrollo del grano de polen 
Con objeto de determinar los niveles de expresión de DNA metiltransferasa 1 
(MET1), una de las enzimas responsables de la metilación de novo del DNA, se llevó a 
cabo un análisis de expresión mediante RT-PCR semicuantitativa en etapas 
específicas del desarrollo del polen de Brassica napus y Nicotiana tabacum y de los 
cultivos embriogénicos de la planta de la colza. En paralelo, también se analizó la 
distribución diferencial de los transcritos de MET1 mediante hibridación in situ con 
fluorescencia (FISH), en los mismos puntos del desarrollo que en el estudio por RT-
PCR semicuantitativa. 
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4.55. Análisis de la expresión relativa de MET1 durante el desarrollo gametofítico de 
Brassica napus y Nicotiana tabacum , mediante RT-PCR semicuantitativa. 
Los productos de amplificación se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 
(1%) con bromuro de etidio 1mg/ml. La intensidad de las bandas se cuantificó en el 
analizador de imágenes con el software Quantity one (Bio-Rad). Los resultados se expresan 
como la razón entre el cDNA y la ACTII utilizada como control interno después de su 
normalización y expresa el número de veces respecto al control, al que se asigna el valor 1. 
ACTII: actina II, MET1: DNA metiltransferasa 1. BnMET1: DNA metiltransferasa 1 de 
Brassica napus. NtMET1: DNA metiltransferasa 1 de Nicotiana tabacum. 
 
 
El análisis de expresión mediante RT-PCR semicuantitativa de MET1, se determinó 
empleando la expresión del gen de actina II (ACT-II) como control constitutivo.  
En la figura 4.55, se observa un incremento significativo de la expresión de MET1 
durante el proceso de desarrollo y maduración del polen tanto en Brassica napus como 
en Nicotiana tabacum. En ambas especies se detecta un aumento de expresión de 
MET1 en la etapa de polen maduro (valores de expresión relativa de 2,1 en Brassica 
napus y 1,58 en Nicotiana tabacum), frente a la etapa de microspora vacuolada (1). 
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Para los experimentos de hibridación in situ fluorescente (FISH) se empleó una sonda 
RNA sentido y otra antisentido, marcadas con digoxigenina, tal y como se describió 
en el apartado 3.8. El resultado de la hibridación se observó en el microscopio láser 
confocal. 
El estudio de FISH durante el desarrollo gametofítico del polen, se llevó a cabo 
sobre criocortes semifinos de anteras correspondientes a las etapas de microspora 
vacuolada y polen maduro de Nicotiana tabacum y Brassica napus. 
La hibridación con la sonda antisentido, muestra un incremento de fluorescencia 
durante el desarrollo gametofítico del polen de Brassica napus (Fig.4.56). En la 
microspora vacuolada se observa una señal de hibridación débil (Fig.4.56-C), que se 
vuelve más intensa y abundante en la etapa de polen maduro, indicativo de la 
presencia de una gran cantidad de transcritos de BnMET1 en esta etapa (Fig.4.56-D). 
En ambos casos, se trata de una señal citoplásmica y ausente en el núcleo, vacuolas y 
orgánulos, lo que demuestra que la hibridación de las sondas no es inespecífica con 
ácidos nucleicos del núcleo. 
Por otro lado, la hibridación con la sonda sentido, control negativo del experimento, 
no muestra ningún tipo de señal de hibridación y tan sólo se observa la fluorescencia 
azul correspondiente al DAPI, utilizado como marcador de los núcleos (Fig.4.56-
E,F). 
4.56. Localización de transcritos de BnMET1 durante el desarrollo gametofítico de 
Brassica napus mediante hibridación in situ sobre criocortes semifinos de anteras. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A, C, E; 
microspora vacuolada. B, D, F: polen bicelular maduro. A, B: imágenes obtenidas mediante 
contraste diferencial de Nomarsky. C, D: hibridación con sonda antisentido. E, F: 
hibridación con la sonda sentido como control negativo de la hibridación. Barras: 10 µm.  
 
 
4.57. Localización de transcritos de NtMET1 durante el desarrollo gametofítico de 
Nicotiana tabacum  mediante hibridación in situ sobre criocortes semifinos de 
anteras. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A, C, E; 
microspora vacuolada. B, D, F: polen bicelular maduro. A, B: imágenes obtenidas mediante 
contraste diferencial de Nomarsky. C, D: hibridación con sonda antisentido. E, F: 
hibridación con la sonda sentido como control negativo de la hibridación. Barras: 10 µm.  
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Así mismo, durante el desarrollo gametofítico del polen de Nicotiana tabacum, se repite 
el mismo patrón de expresión observado en Brassica napus. El polen bicelular maduro 
muestra una señal de hibridación mucho mayor que la microspora vacuolada 
(Fig.4.57). De la misma manera, la hibridación con la sonda sentido, también 
proporcionó un resultado negativo (Fig.4.57-E,F). En Nicotiana tabacum, la exina 
(pared del polen) muestra autofluorescencia inespecífica en algunos casos.  
Los resultados obtenidos mediante FISH durante el desarrollo gametofítico en colza 
y tabaco, confirman los análisis obtenidos mediante RT-PCR semicuantitativa.  
 
4.58. Análisis de la expresión relativa de MET1 durante el desarrollo gametofítico y la 
reprogramación a embriogénesis de Brassica napus, mediante RT-PCR 
semicuantitativa. 
. Los productos de amplificación se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 
(1%) con bromuro de etidio 1mg/ml. La intensidad de las bandas se cuantificó en el 
analizador de imágenes con el software Quantity one de Bio-Rad. Los resultados se expresan 
como la razón entre el cDNA y la ACT II utilizada como control interno después de su 
normalización y expresa el número de veces respecto al control, al que se asigna el valor 1. 
ACTII: actina II, BnMET1: DNA metiltransferasa 1 de Brassica napus.  
 
La figura 4.58 muestra el efecto de la reprogramación de la microspora a 
embriogénesis sobre los niveles de expresión de MET1. Se observa que durante el 
desarrollo gametofítico del polen, se produce un incremento de los niveles de 
expresión de MET1 respecto a la etapa de microspora vacuolada (en la etapa de 
polen maduro, se detecta un valor de expresión relativa 2 veces superior al obtenido 
en la etapa de microspora vacuolada). Sin embargo, tras la reprogramación a 
embriogénesis, no se observa dicho incremento, sino que ésta permanece similar a la 
expresión detectada en la etapa de microspora vacuolada, que se corresponde, con la 
etapa de inicio del cultivo (Fig.4.58). 
 
Por otro lado, el estudio de expresión mediante FISH durante el desarrollo 
embriogénico de Brassica napus, se llevó a cabo sobre criocortes semifinos de muestras 
correspondientes a las primeras etapas del desarrollo, cortes de 30 µm obtenidos en 
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criostato, en el caso de embriones globulares y cortes de 50 µm obtenidos en 
vibratomo, en el caso de embriones cotiledonares. 
El análisis en el microscopio laser confocal, muestra que las primeras etapas del 
desarrollo embriogénico de Brassica napus, presentan un bajo número de transcritos de 
BnMET1, que se manifiesta con una débil señal fluorescente en el citoplasma 
(Fig.4.59-A,B,C). Mientras avanza el desarrollo embriogénico, en la etapa de embrión 
globular, comienzan a tener lugar procesos de diferenciación y se observa que los 
niveles de expresión de BnMET1 aumentan (Fig.4.60-A). En estos embriones, se 
observa una intensa señal de hibridación, siendo más débil en la zona interna del 
mismo, caracterizada por un patrón de células en proliferación, mientras que en las 
capas más externas, que comienzan a diferenciar, muestran una intensa señal 
fluorescente en el citoplasma (Fig.4.60-A). 
En la figura 4.61-A, se muestra la parte cotiledonar de un embrión cotiledonar 
derivado de microsporas de Brassica napus, donde sólo se aprecia la presencia de 
transcritos en las capas de células más externas, que se trata de células más 
diferenciadas. Por otro lado, en la parte radicular del mismo, (Fig.4.62-A) la señal de 
hibridación observada es mucho más intensa. 
 
4.59. Localización de transcritos de BnMET1 durante el desarrollo embriogénico de 
Brassica napus, mediante hibridación in situ sobre criocortes semifinos de 
estructuras multicelulares tempranas derivadas microsporas. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A, C, E: 
hibridación con sonda antisentido; B, D, F; imágenes obtenidas mediante contraste 
diferencial de Nomarsky. A, B; proembrión al inicio de la rotura de la exina; C, D; 
proembrión con exina rota. E,F; embrión globular joven. D, F. Barras: 20 µm. 
 
4.60. Localización de transcritos de BnMET1 sobre cortes de criostato de embrión 
globular de Brassica napus, mediante hibridación in situ. 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; imagen 
panorámica de la hibridación con sonda antisentido en  embrión globular. B; imagen 
panorámica del embrión globular obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 75 µm.  
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4.61. Localización de transcritos de BnMET1 sobre cortes de vibratomo de embrión 
cotiledonar derivado del cultivo de microsporas de Brassica napus mediante 
hibridación in situ (Parte cotiledonar). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
Detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
 
4.62. Localización de transcritos de BnMET1 sobre cortes de vibratomo de embrión 
cotiledonar derivado del cultivo de microsporas de Brassica napus mediante 
hibridación in situ (Parte radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
Detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
 
4.63. Localización de transcritos de BnMET1 sobre cortes de vibratomo de embrión 
cotiledonar cigótico de Brassica napus mediante hibridación in situ (Parte 
cotiledonar). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
Detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
 
4.64. Localización de transcritos de BnMET1 sobre cortes de vibratomo de embrión 
cotiledonar cigótico de Brassica napus mediante hibridación in situ (Parte radicular). 
La fluorescencia azul corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina 
marcada con Alexa fluor 488, utilizada como marcador de la hibridación. A; hibridación con 
sonda antisentido. B; imagen obtenida mediante contraste diferencial de Nomarsky. C; 
Detalle de la señal de hibridación. Barras: A, B: 50 µm. 
Con objeto de comparación, se analizó la expresión in situ de BnMET1 mediante 
FISH en embriones cotiledonares cigóticos. El patrón de distribución de la señal de 
hibridación es similar al obtenido en los embriones derivados de polen tanto en 
regiones cotiledonares como en regiones radiculares (Figs.4.63, 4.64). 
 
En la figura 4.65-A se comparan los resultados de expresión de BnMET1 obtenidos 
por RT-PCR semicuantitativa, durante el desarrollo gametofítico y muestras 
recogidas tras 4 días en cultivo, donde predominan estructuras multicelulares todavía 
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con exina, pero con una elevada tasa de proliferación. Se observa que la 
reprogramación a embriogénesis frena el incremento de los niveles de expresión, que 
se produce con la maduración del grano de polen (Fig.4.65-A). 
 
En la figura 4.65-B se muestran los resultados de expresión de BnMET1 obtenidos 
mediante RT-PCR semicuantitativa, en embriones derivados de cotiledonares 
derivados de microsporas y cotiledonares cigóticos.  
4.65. A; Análisis de la expresión relativa de MET1 durante el desarrollo embriogénico 
Brassica napus. B; Comparación de los niveles de expresión relativa de MET1 en 
embriones cotiledonares cigóticos y derivados de microsporas de Brassica napus. 
Los análisis se realizaron mediante RT-PCR semicuantitativa. Los productos de 
amplificación se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa (1%) con bromuro 
de etidio 1mg/ml. La intensidad de las bandas se cuantificó en el analizador de imágenes con 
el software Quantity one (Bio-Rad). Los resultados se expresan como la razón entre el cDNA y 
la ACT II utilizada como control interno después de su normalización y expresa el número 
de veces respecto al control, al que se asigna el valor 1. 
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4.4 TAPETUM Y NÚCLEO 
El tapetum, tejido nutricio de la antera, tiene un papel fundamental durante la 
microsporogénesis y desarrollo del polen. Una vez terminada su función, se produce 
su degradación por muerte celular programada (MCP).  
En esta Tesis, se ha analizado la dinámica celular del tapetum durante su desarrollo 
en anteras de Brassica napus y Nicotiana tabacum, con objeto de monitorizar el proceso 
de MCP asociado a la degeneración del tapetum.  
Por otro lado, también se han analizado los cambios en el núcleo asociados a MCP, 
empleando marcadores nucleares asociados a actividad transcripcional, degradación 
de RNA y MCP durante el desarrollo del tapetum. 
4.4.1 Caracterización de la MCP del tapetum durante el desarrollo 
gametofítico del polen 
La muerte celular programada (MCP) es un mecanismo fisiológico básico, 
genéticamente controlado, que forma parte de la vida normal de organismos 
multicelulares, animales y plantas y que conduce a la célula a un proceso de autolisis 
en respuesta a un conjunto de señales de muerte. 
La maduración del tapetum y su degeneración una vez finalizada su función, no es un 
proceso incontrolado, sino que tiene lugar mediante un proceso de muerte celular 
programada (MCP) (Bedinger 1992, Papini, Mosti and Brighigna 1999, Wu and 
Cheung 2000). 
En este estudio, se seleccionaron 3 etapas de desarrollo del tapetum: una etapa inicial, 
en la que el tapetum está completamente activo, una etapa en la que el tapetum 
comienza a degenerar, que denominamos tapetum en MCP temprana y por último, 
una etapa de tapetum completamente degradado, que denominamos tapetum en 
MCP avanzada. 
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4.4.1.1 Cambios en núcleo y citoplasma durante la MCP del tapetum 
La pared de la antera consta de varias capas de diferentes tejidos: epidermis, exotecio, 
endotecio y tapetum. El tapetum es la capa más interna de la antera, que reviste el 
saco polínico (Fig.4.66). 
 
4.66. Imagen panorámica de un corte longitudinal de una antera. Citoquímica con 
azul de toluidina sobre cortes semifinos de Historesin Plus de antera.  
 
La degeneración del tapetum en la antera, tienen lugar en paralelo al proceso de 
maduración del polen. En este trabajo se han analizado los cambios en la arquitectura 
del núcleo y citoplasma durante la MCP del tapetum. 
En etapas iniciales del desarrollo gametofítico, fase de tapetum activo (Fig.4.67-A, 
4.68-A), tras la liberación de las microsporas de la tetrada, se observan las células del 
tapetum de gran tamaño y forma poligonal con núcleos binucleares íntegros, 
caracterizadas por grandes núcleos redondeados y densos citoplasmas con abundante 
población ribosómica, tal y como se aprecia en la inmunofluorescencia con anti-RNA 
(Fig.4.69-A) propio de células transcripcionalmente muy activas.  
 
4.67. Desarrollo y MCP del tapetum de Brassica napus. 
Citoquímica con azul de toluidina sobre cortes semifinos de Historesin plus de anteras en 
diferentes etapas del desarrollo. A; Imagen panorámica de una antera con tapetum activo. B; 
detalle células tapetum activo. C; Imagen panorámica de una antera con tapetum en MCP 
temprana. D; detalle células tapetum en MCP temprana. E; Imagen panorámica de una 
antera con tapetum en MCP avanzada. F; detalle células tapetum en MCP avanzada. PA: 
pared de la antera. C: Tap: tapetum. MJ: microspora joven. MV: microspora vacuolada PM: 
polen maduro. 
 
4.68. Desarrollo y MCP del tapetum de Nicotiana tabacum . 
Citoquímica con azul de toluidina sobre cortes semifinos de Historesin plus de anteras en 
diferentes etapas del desarrollo. A; Imagen panorámica de una antera con tapetum activo. B; 
detalle células tapetum activo. C; Imagen panorámica de una antera con tapetum en MCP 
temprana. D; detalle células tapetum en MCP temprana. E; Imagen panorámica de una 
antera con tapetum en MCP avanzada. F; detalle células tapetum en MCP avanzada. PA: 
pared de la antera. C: Tap: tapetum. MJ: microspora joven. MV: microspora vacuolada PM: 
polen maduro. 
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4.69. Localización de RNA total durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Inmunofluorescencia con anti-RNA sobre cortes semifinos de Historesin plus de anteras de 
Brassica napus en diferentes etapas del desarrollo. La fluorescencia azul corresponde al DAPI, 
marcador de núcleos y la verde a la localización de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. 
A,C,E; localización de RNA total.  B,D,F; imágenes obtenidas mediante contraste diferencial 
de Nomarsky. PA: pared de la antera. C: Tap: tapetum. MJ: microspora joven. MV: 
microspora vacuolada PM: polen maduro. Barras: 10 µm. 
Sin embargo, justo antes de la primera mitosis del polen, en la etapa de microspora 
vacuolada, las células del tapetum comienzan a degenerar. En esta etapa, las células 
del tapetum empiezan a perder su forma geométrica, los núcleos pierden su forma 
redondeada y la cromatina se condensa en agregados. Por otro lado, aumenta el 
número de vacuolas en el citoplasma y se produce la contracción del mismo, con la 
consecuente separación de la pared celular (Fig.4.67-B, 4.68-B). La señal de 
inmunofluorescencia con anti-RNA en el citoplasma en esta etapa, todavía es intensa, 
dejando libres las áreas de citoplasma correspondientes a las vacuolas (Fig.4.69-B). A 
esta etapa la denominamos, tapetum en MCP temprana. 
Finalmente, en anteras en fase de polen maduro, las células del tapetum, están 
completamente degradadas, los núcleos se caracterizan por tener forma lobulada o 
alargada y cromatina muy condensada (Fig.4.67-C, 4.68C). En la 
inmunofluorescencia con anti-RNA no se aprecia señal fluorescente (Fig.4.69-C), 
indicativo de la degradación de ribosomas y transcritos en esta fase. A esta etapa la 
denominamos, tapetum en MCP avanzada. 
 
4.4.1.2 Localización y actividad de caspasa 3 durante la MCP del tapetum 
El proceso de MCP tiene lugar a través de una serie de rutas complejas, mediadas por 
enzimas caspasas, que son cistein proteasas aspártico-específicas, que constituyen la 
principal maquinaria apoptótica, siendo la caspasa 3 una de las principales caspasas 
efectoras. 
En esta Tesis, se ha monitorizado la localización celular y actividad caspasa 3 durante 
el desarrollo y MCP del tapetum. 
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Este abordaje se llevó a cabo a partir de estudios de localización de caspasa 3 activa, 
mediante inmunofluorescencia y Western Blot, así como de determinación de 
actividad caspasa 3 en extractos de proteínas totales correspondientes a las distintas 
etapas del desarrollo y MCP del tapetum de Brassica napus. 
 
 
4.4.1.2.1 Localización de la forma activa de caspasa 3 durante la MCP del 
tapetum de Brassica napus 
La localización de caspasa 3 se realizó mediante el empleo del anticuerpo “anti-
Cleaved Caspase-3” que sólo reconoce la forma activa de esta proteína, originada al 
romperse la pro-caspasa 3 o zimógeno por la acción de otros proteasas específicas. 
El estudio se llevó a cabo mediante dos tipos de aproximaciones: mediante Western 
Blot y técnicas de inmunofluorescencia, para la localización in situ de la enzima. 
4.4.1.2.1.1 Inmunoblotting 
Con objeto de confirmar la especificidad del anticuerpo anti-caspasa 3 activa en el 
material de estudio, se realizó un Western Blot a partir de extractos de proteínas 
totales obtenidos de anteras de Brassica napus, correspondientes a las fases de tapetum 
activo y tapetum en MCP temprana.  
Tras el revelado del inmunoblotting mediante ECL (Apartado 3.6.3.2), en extractos 
de proteínas totales de anteras en fase de tapetum en MCP temprana se detectó una 
banda correspondiente a 19kD aproximadamente, que coincide con el peso 
molecular esperado correspondiente a la forma activa de caspasa 3. Sin embargo, en 
las mismas condiciones experimentales, en anteras en fase de tapetum activo, no se 
detectó la presencia de esta enzima (Fig.4.70). 
Las mismas membranas utilizadas para el “Inmunoblot”, se tiñeron previamente con 
el colorante “Rojo Ponceau”, revelando una cantidad y patrón de proteínas análogo 
en las dos muestras (tapetum activo y tapetum en MCP temprana) (Fig.4.70). 
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4.70. Inmunoblot Caspasa. 
Marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards, Bio-Rad.  Revelado 
mediante ECL. Las bandas correspondientes se visualizaron mediante la cámara CCD del 
equipo “Luminiscent Image Analyzer LAS-3000®” (Fujifilm). La tinción con Rojo Ponceau 
se empleó como control de carga y de la transferencia. 
 
4.4.1.2.1.2 Inmunofluorescencia 
La inmunolocalización de la forma activa de caspasa 3 se realizó mediante 
inmunofluorescencia sobre cortes obtenidos en criostato, de anteras extraídas de 
yemas florales de Brassica napus en distintas fases del desarrollo, correspondientes a las 
fases de tapetum activo, tapetum en MCP temprana y tapetum en MCP avanzada. 
 
La figura 4.71-A,B, muestra que en las etapas de tapetum activo, no hay señal caspasa 
3 activa, tan solo se observa la fluorescencia proporcionada por la tinción con DAPI, 
como marcador de núcleos. Sin embargo, las células del tapetum en MCP temprana, 
presentan una intensa señal fluorescente en su citoplasma, correspondiente a la forma 
activa de la enzima caspasa 3 (Fig.4.71-C,D).  
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4.71. Localización de caspasa 3 durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Inmunofluorescencia con anti-caspasa 3 sobre criocortes semifinos de anteras de Nicotiana 
tabacum en diferentes etapas del desarrollo. La fluorescencia azul corresponde al DAPI, 
marcador de núcleos y la verde a la localización de 5mdC marcada con Alexa fluor 488. 
A,C,E; localización de caspasa 3.  B,D,F; imágenes obtenidas mediante contraste diferencial 
de Nomarsky. PA: pared de la antera. C: Tap: tapetum. MJ: microspora joven. MV: 
microspora vacuolada PM: polen maduro. 
En la última etapa del desarrollo del tapetum estudiada, tapetum en fase MCP 
avanzada, se aprecia una disminución de caspasa 3 activa que se refleja con una señal 
fluorescente en el citoplasma menos intensa (Fig.4.71-E,F). 
Los controles realizados por inmunodeplección (pre-bloqueando el anticuerpo in vitro 
con el péptido bloqueante específico antes de realizar la inmunofluorescencia), 
muestran ausencia de marcado (Fig.4.71-C´) observándose únicamente la 
fluorescencia azul, debida a la tinción de núcleos con DAPI.  
4.4.1.2.2 Determinación de la actividad caspasa 3 durante el desarrollo del 
tapetum 
Se han analizado los niveles de actividad de caspasa 3 durante el desarrollo y MCP del 
tapetum de Nicotiana tabacum y de Brassica napus mediante un ensayo enzimático in vitro 
basado en la detección espectrofotométrica del cromóforo p-nitroanilina (pNA) 
liberado tras la proteólisis del substrato sintético específico de la enzima caspasa 3, 
Acetil-Asp-Glu-Vaal-Asp p-Nitroanilina (Ac-DEVD-pNA) (Apartado 3.7).  
 
En las figuras 4.72 y 4.73, se muestran los valores de actividad registrados durante el 
desarrollo y MCP del tapetum de Brassica napus y Nicotiana tabacum. En el caso de la 
colza, se empleó además, un inhibidor específico de la actividad caspasa 3, “Ac-
DEVD-CHO”, como control del experimento. De manera que se evaluó la actividad 
caspasa 3 de cada etapa del desarrollo del tapetum en presencia y ausencia del 
inhibidor. Los resultados muestran una dinámica de actividad enzimática similar en 
ambas especies. 
Los extractos de proteínas totales correspondientes a fases de tapetum activo, 
muestran niveles de actividad caspasa 3 muy bajos (0,12 µmoles pNA/mg/ml, en 
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Brassica napus y 0,5 µmoles pNA/mg/ml en Nicotiana tabacum). No obstante, en fases 
de tapetum en MCP temprana, se observa un incremento significativo de los niveles 
de actividad caspasa 3 (0,85 µmoles pNA/mg/ml en Brassica napus y 1,28 µmoles 
pNA/mg/ml en Nicotiana tabacum).  
 
4.72. Actividad caspasa 3 durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Determinación de actividad caspasa 3 en extractos de proteínas procedentes de anteras de 
Brassica napus en diferentes etapas del desarrollo en presencia y ausencia de inhibidor de 
caspasa 3 (Ac-DEDV-CHO) mediante un ensayo colorimétrico con el kit comercial 
“Caspase-3 Assay kit, Colorimetric” (Sigma). La actividad enzimática se determinó a partir de 
la cantidad de producto de reacción liberado (pNA) a través de la interpolación de los valores 
de absorbancia a 405nm obtenidos, en la recta de calibrado preparada previamente con 
diferentes concentración de pNA.  La medida de absorbancia a 405 nm se realizó en un 
equipo lector de placas Varioscan 377. 
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4.73. Actividad caspasa 3 durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Determinación de actividad caspasa 3 en extractos de proteínas procedentes de anteras de 
Nicotiana tabacum en diferentes etapas del desarrollo mediante un ensayo colorimétrico con el 
kit comercial “Caspase-3 Assay kit, Colorimetric” (Sigma). La actividad enzimática se 
determinó de la misma manera que en 4.71. 
 
Finalmente, en la siguiente etapa de estudio, tapetum en MCP avanzada, se observa 
una disminución de los niveles de actividad caspasa 3, (0,37 µmoles pNA/mg/ml 
para Brassica napus y 0,82 µmoles pNA/mg/ml en Nicotiana tabacum) aunque estos 
niveles siguen siendo superiores a los obtenidos en la etapa inicial. 
 
Según estos resultados, las fases de tapetum en MCP temprana se corresponden con 
el momento de máxima actividad caspasa 3 registrada en las dos especies de estudio 
(Figs. 4.72 y 4.73). 
 
Cabe destacar, que AC-DEDV-CHO inhibe la actividad caspasa 3 en todos los 
puntos ensayados (Fig.4.72) demostrando la especificidad del ensayo. Los niveles de 
actividad registrados en cada una de las fases del desarrollo del tapetum en presencia 
del inhibidor son prácticamente despreciables (0,01, 0,04 y 0,03 µmoles 
pNA/mg/ml, para las fases de tapetum activo, tapetum en MCP temprana y tapetum 
en MCP avanzada, respectivamente). 
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4.4.1.3 Cambios epigenéticos durante la MCP del tapetum 
La metilación de citosinas del DNA es una modificación postraduccional que afecta a 
la organización de la cromatina, con consecuencias funcionales en procesos celulares 
como la transcripción, la reparación del DNA, mitosis y meiosis.  
En esta memoria, se analiza por primera vez la metilación del DNA como marca 
epigenética del estado funcional de la cromatina durante un proceso de MCP.  
4.4.1.3.1 Cuantificación del nivel de metilación del DNA genómico y su patrón 
de distribución nuclear durante el desarrollo y MCP del tapetum 
El estudio se llevó a cabo mediante electroforesis capilar de alta resolución (HPCE) 
del DNA hidrolizado e inmunolocalización de 5mdC con el anticuerpo anti-5mdC en 
las distintas etapas del desarrollo y muerte celular del tapetum. Para ello, se 
emplearon anteras completas extraídas de yemas florales en distintas fases del 
desarrollo, correspondientes con fases de tapetum activo, tapetum en MCP temprana 
y tapetum en MCP avanzada. 
 
4.74. Cuantificación de metilación global del DNA genómico durante el desarrollo y 
MCP del tapetum de Nicotiana tabacum , mediante HPCE. 
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En la figura 4.74, se muestran los resultados obtenidos en los análisis de HPCE para 
las distintas etapas del desarrollo y MCP del tapetum de la planta de tabaco. Se 
observa un incremento significativo del porcentaje de metilación global del DNA 
durante el proceso. En etapas iniciales del desarrollo, en las que el tapetum está 
completamente activo, se registran niveles de metilación global de 7,76%. Según 
progresa el desarrollo del polen, el tapetum de la antera, comienza a degradarse; así, 
justo antes de la primera división mitótica de la microspora, tapetum en fase de MCP 
temprana, se registran valores de metilación global de 23,82% lo que supone un 
incremento muy significativo respecto a la etapa anterior. En la siguiente etapa del 
desarrollo estudiada, en la que el grano de polen ya está completamente formado y el 
tapetum está en fase de MCP avanzada, se detectan los niveles de metilación global 
más altos de todo el proceso, con valores del 30,30%.  
 
4.75. Localización de 5mdC durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Inmunolocalización de 5mdC sobre cortes semifinos de Historesin Plus de embrión anteras 
de Nicotiana tabacum en diferentes etapas del desarrollo. La fluorescencia azul corresponde al 
DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización de 5mdC marcada con Alexa fluor 
488. A, C,E; inmunofluorescencia con anti-5mdC. B,D, F; tinción con DAPI. 
 
La inmunolocalización de 5mdC se llevó a cabo mediante inmunofluorescencias con 
el anticuerpo anti-5mdC sobre cortes semifinos de Historesin Plus de anteras en las 
diferentes etapas del desarrollo del tapetum mencionadas anteriormente. 
Los resultados obtenidos muestran un incremento en la intensidad de señal de 
inmunofluorescencia con anti-5mdC durante el desarrollo y MCP del tapetum 
(Fig.4.75). Asimismo, también se aprecia un cambio en el patrón de distribución 
nuclear de 5mdC. En etapas correspondientes al tapetum activo, se observa un 
patrón de distribución de 5mdC, en pequeños “spots” en todo el núcleo (Fig.4.75-A), 
sin embargo, según avanza la MCP los núcleos del tapetum adquieren características 
apoptóticas, como una gran condensación cromatínica y lobulación nuclear, en los 
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que se observa que la señal de 5mdC aumenta y se concentra en las zonas de 
cromatina muy condensada (Fig.4.75-B,C), 
4.4.1.3.2 Análisis del patrón de expresión de DNA metiltransferasa 1 durante el 
desarrollo y MCP del tapetum 
La enzima DNA metiltransferasa 1 (MET1) es una de las enzimas responsables de la 
metilación de novo del DNA. Se realizó un análisis de expresión mediante RT-PCR 
semicuantitativa, en etapas específicas del desarrollo y MCP del tapetum de Nicotiana 
tabacum (fase de tapetum activo, tapetum en MCP temprana y tapetum en MCP 
avanzada). En paralelo, también se analizó el patrón de expresión espacio-temporal a 
partir del estudio de la distribución diferencial de los transcritos de la misma, 
mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) en las etapas mencionadas. 
El análisis de expresión mediante RT-PCR semicuantitativa, se llevó a cabo en 
muestras de yemas florales en las correspondientes fases del desarrollo. Los cambios 
a nivel de expresión de NtMET1 se determinaron empleando la expresión del gen de 
actina II (ACT-II) como control constitutivo.  
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.76, donde se observa un 
incremento significativo en la expresión de NtMET1 durante el proceso de desarrollo 
y MCP del tapetum. Anteras en fase de tapetum en MCP temprana muestran un 
ligero incremento en los niveles de expresión de NtMET1 (valores de expresión 
relativa de 1,13) respecto a la etapa anterior en la que el tapetum está completamente 
activo (valor de expresión 1). Los mayores niveles de expresión, se registran en 
anteras en fase de tapetum en MCP avanzada, (valores de expresión relativa de 1,38). 
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4.76. Expresión relativa de MET1 durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Análisis de la expresión relativa de MET1 durante el desarrollo y MCP del tapetum de 
Nicotiana tabacum, mediante RT-PCR semicuantitativa. Los productos de amplificación se 
visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa (1%) con bromuro de etidio 
1mg/ml. La intensidad de las bandas se cuantificó en el analizador de imágenes con el 
software Quantity one de Bio-Rad. Los resultados se expresan como la razón entre el cDNA y 
la ACTII utilizada como control interno después de su normalización y expresa el número de 
veces respecto al control, al que se asigna el valor 1. ACTII: actina II, MET1: DNA 
metiltransferasa 1. NtMET1: DNA metiltransferasa 1 de Nicotiana tabacum. 
 
Por otro lado, el estudio de expresión mediante FISH se llevó a cabo sobre cortes de 
vibratomo y criocortes de anteras correspondientes a las etapas de tapetum activo, 
tapetum en MCP temprana y tapetum en MCP avanzada. Se empleó una sonda RNA 
sentido y otra antisentido, marcadas con digoxigenina, tal y como se describió en el 
apartado 3.8. Finalmente, el resultado de la hibridación se reveló por fluorescencia y 
se observó en el microscopio láser confocal. 
 
 
4.77. Expresión in situ de MET1 durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
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Localización de transcritos de NtMET1 mediante hibridación in situ sobre criocortes 
semifinos de anteras de Nicotiana tabacum. La fluorescencia azul corresponde al DAPI, 
marcador de núcleos y la verde a la digoxigenina marcada con Alexa fluor 488, utilizada 
como marcador de la hibridación. A, C, E; imágenes panorámicas de la hibridación con la 
sonda antisentido en las distintas etapas. B, D, F: imágenes obtenidas mediante contraste 
diferencial de Nomarsky. 
La hibridación con la sonda antisentido, muestra un incremento de la señal de 
hibridación, indicativo de un aumento en los niveles de expresión de NtMET1 
durante el desarrollo y MCP del tapetum (Fig.4.77), en relación con los resultados 
obtenidos mediante RT-PCR semicuantitativa (Fig.4.76). En anteras en fase de 
tapetum activo, se observa una señal de hibridación muy leve en el citoplasma de las 
células tapetales, mientras que el resto de células de la pared de la antera no muestran 
ninguna señal (Fig.4.77-A,B). Sin embargo, en anteras en fase de tapetum en MCP 
temprana, se aprecia un incremento significativo en la señal de hibridación en el 
citoplasma de las células del tapetum. En esta etapa, el resto de los tejidos somáticos 
de la antera no presentan expresión de esta enzima (Fig.4.77-C,D). Finalmente, en 
anteras en fase de tapetum en MCP avanzada, se observa una señal de hibridación 
intensa en el citoplasma cargado de vacuolas de estas células del tapetum. Además, en 
esta fase, se observa señal de hibridación en células somáticas de la pared de la antera 
(Fig.4.77-E,F) probablemente en relación al inicio de MCP en estas células, que se 
degradan en etapas más avanzadas para la dehiscencia de la antera y dispersión del 
polen maduro. 
La hibridación control con la sonda sentido, no presentó ningún tipo de señal de 
hibridación (datos no mostrados). 
4.4.1.4 MCP inducida por estrés en un sistema experimental modelo: 
caracterización celular y dinámica de metilación del DNA 
Con objeto de contrastar los resultados obtenidos a partir de los estudios sobre 
metilación del DNA durante la MCP del tapetum de Brassica napus y Nicotiana tabacum, 
se realizó un análisis semejante en ápices meristemáticos de raíces de Allium cepa 
sometidos a un estrés salino, sistema experimental modelo para el estudio de 
procesos de muerte celular. 
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Los meristemos de radiculares de Allium cepa son un sistema muy proliferativo, en el 
que se pueden inducir procesos de muerte celular programada de forma sencilla, a 
partir de tratamientos salinos a una concentración determinada (sistema experimental 
puesto a punto previamente en el laboratorio (Cortés-Eslava J, et al., 2005).En este 
caso, se emplearon meristemos de raíz tratados durante 3h con solución salina 
500mM, frente a meristemos radiculares sin tratar. 
 
4.78. Sistema modelo de inducción de MCP. 
A,B, C,D; imágenes citoquímicas con azul de toluidina. E,F; imágenes tinción con DAPI. 
A,C,E; raíz control; B,D,F; raíz tratada con NaCl 500mM durante 3 h para inducción de 
MCP. AT; azul de toluidina. 
La tinción con Azul de Toluidina de secciones longitudinales de meristemos de raíz 
sin tratar de cortes semifinos de Lowicryl, muestra células meristemáticas 
isodiamétricas en diferentes momentos del ciclo celular, alineadas longitudinalmente 
entre las células epidérmicas más alargadas. En la tinción con DAPI se aprecia que 
los cromosomas mitóticos fluorescen intensamente en diferentes etapas de la división 
(Fig.4.78-A,C,E).  
Por otro lado, en la tinción con Azul de Toluidina de secciones longitudinales de 
meristemos de raíz tratados durante 3h con solución salina 500mM, se observan 
células meristemáticas con una gran vacuolización citoplásmica, así como un menor 
número de células mitóticas, núcleos lobulados con condensación cromatínica, 
indicativo de etapas tempranas de MCP (Fig.4.78-B,D,F).  
 
4.4.1.4.1 Determinación de la actividad enzima caspasa 3 durante la MCP 
inducida por estrés de meristemos de raíz 
En la figura 4.79, se observa que los extractos de proteínas totales de meristemos 
radiculares tratados con solución salina durante 3h, registran valores de actividad 
caspasa 3 de 1,39 µmoles pNA/mg/ml frente a 0,24 µmoles pNA/mg/ml detectados 
para los meristemos de raíz control. Esto significa que el tratamiento con solución 
salina 500mM provoca un incremento en los niveles de actividad de la enzima de 
nuestro estudio. 
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Estos resultados, coinciden con los obtenidos en el desarrollo del tapetum de Brassica 
napus y Nicotiana tabacum (Figs. 4.72 y 4.73). 
 
4.79. Actividad caspasa 3 durante la MCP inducida en meristemos radiculares de 
Allium cepa. 
Determinación de actividad caspasa 3 en extractos de proteínas procedentes de anteras de 
meristemos radiculares de Allium cepa control y tratados con solución de NaCl 500mM 
durante 3h para inducción de MCP, mediante un ensayo colorimétrico con el kit comercial 
“Caspase-3 Assay kit, Colorimetric” (Sigma). La actividad enzimática se determinó a partir de 
la cantidad de producto de reacción liberado (pNA) a través de la interpolación de los valores 
de absorbancia a 405nm obtenidos, en la recta de calibrado preparada previamente con 
diferentes concentración de pNA.  La medida de absorbancia a 405 nm se realizó en un 
equipo lector de placas Varioscan 377. 
 
 
4.4.1.4.2  Cuantificación del nivel de metilación del DNA durante la MCP 
inducida por estrés de meristemos de raíz 
En la figura 4.80, se muestran los resultados del análisis de metilación del DNA en 
meristemos radiculares, obtenido por HPCE. Se observa un incremento significativo 
de los niveles de metilación del DNA genómico en meristemos radiculares tratados 
con solución salina, donde se registran valores de metilación global del 9,44% frente 
a los meristemos de raíz control con valores de metilación global del 1,7% (Fig.4.80). 
Estos resultados, coinciden con los obtenidos en el desarrollo del tapetum de 
Nicotiana tabacum.  
 
4.80. Cuantificación de metilación 
global del DNA genómico durante la 
MCP inducida en meristemos 
radiculares control y tratados con 
solución NaCl 500mM para inducción 
de MCP, mediante HPCE. 
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4.4.2 Localización de antígenos nucleares durante la MCP del tapetum y el 
desarrollo del polen 
El núcleo celular es un compartimento muy estructurado y dinámico, que cambia sus 
funciones y arquitectura durante los procesos de desarrollo. 
En esta memoria, se analizan estos cambios durante el proceso de MCP del tapetum 
y el desarrollo gametofítico del polen. Para ello, se realizó una estancia en el 
Laboratorio de “Biología Cellulare” de la Facultad de Ciencias de la Universidad de 
Pavía, dirigido por el Profesor Marco Biggiogera, especialista en el estudio del núcleo 
celular durante procesos de parada transcripcional y muerte celular. Se ensayaron una 
serie de anticuerpos frente a moléculas implicadas en distintos aspectos del proceso 
de síntesis de RNA y su procesamiento. Las modificaciones en la presencia y 
distribución de estos marcadores nucleares, están relacionadas con cambios en los 
niveles de actividad transcripcional celular. 
 
Se realizaron diversos ensayos para localizar dos tipos de moléculas, en relación a la 
función nuclear: a) moléculas asociadas a actividad transcripcional (híbridos 
DNA:RNA, “Cleavage stimulation factor” (CstF) y RNAs mensajeros 
poliadenilados) y b) moléculas asociadas a degradación de RNAs (RNasa A). 
 
4.4.2.1 Núcleo y marcadores de síntesis y degradación de RNA durante la 
MCP del tapetum 
Se emplearon cortes ultrafinos de Lowicryl K4M de anteras previamente extraídas de 
yemas florales en distintas fases del desarrollo, correspondientes a las etapas de 
tapetum activo, tapetum en MCP temprana y tapetum en MCP avanzada.  
4.4.2.1.1 Inmunolocalización ultraestructural de híbridos DNA:RNA 
Los híbridos DNA:RNA se forman en el núcleo de forma transitoria durante el inicio 
de la transcripción. Se trata de moléculas lábiles y de corta duración en el tiempo, que 
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pueden ser detectadas a nivel ultraestructural mediante el empleo de anticuerpos 
específicos anti-híbridos DNA:RNA (Testillano, Gorab and Risueño 1994). 
El análisis del inmunomarcado en el microscopio electrónico de transmisión, muestra 
una disminución del número de moléculas DNA:RNA detectadas durante el 
desarrollo y MCP del tapetum. En etapas correspondientes al tapetum activo, se 
observa un marcado específico con el anticuerpo anti-híbrido DNA:RNA, localizado 
principalmente en el componente fibrilar del nucleolo y en las fibrillas 
pericromatínicas situadas en la periferia de las masas de cromatina condensada 
(Fig.4.81-B). No se observó marcado significativo en citoplasma o paredes, así como 
en otros dominios nucleares como las pequeñas masas de cromatina condensada o 
los cuerpos nucleares. 
En la siguiente fase del desarrollo del tapetum estudiada, tapetum en MCP temprana, 
ya se observa condensación y segregación cromatínica, propio de núcleos en 
apoptosis, acompañado de una disminución del marcado con anti-híbrido (Fig.4.81-
D), pero todavía presente, lo que sugiere que la síntesis de transcritos, es todavía 
activa, aunque menor que en la etapa anterior. Finalmente, en etapas 
correspondientes a tapetum en MCP avanzada, en las que se observan señales de 
apoptosis más acusadas, así como una completa desorganización del compartimento 
nuclear y citoplásmico, se observa una ausencia total del marcado con este 
anticuerpo, indicativo de una parada total de la actividad transcripcional en esta etapa 
(Fig.4.81-E). 
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4.81. Localización ultraestructural de híbridos DNA:RNA durante el desarrollo y 
MCP del tapetum. 
Inmunomarcado con oro con anti-híbrido sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica napus 
en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A,C, E; imágenes panorámicas. B, D, F; imágenes en detalle. N; núcleo. Ct; 
citoplasma. Nu; nucleolo. 
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La ausencia de marcado en citoplasma, vacuolas, y paredes se consideró como 
control interno del experimento. Asimismo, los controles realizados sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón PBS, no mostraron señal alguna (datos no 
mostrados). 
4.4.2.1.2 Hibridación in situ ultraestructural con Poli dT 
La adición de una cola poli A en el extremo 3´del RNA mensajero (RNAm) forma 
parte del proceso de maduración del RNA. Esta modificación es necesaria para la 
exportación del RNAm al citoplasma para aumentar su estabilidad al mismo tiempo 
que actúa como señal para que la traducción tenga lugar adecuadamente.  
Se han estudiado los niveles y localización de poli A en RNAs mensajeros, mediante 
hibridación in situ ultraestructural, sobre cortes ultrafinos de Lowicryl K4M de 
anteras en las diferentes etapas del desarrollo del tapetum mencionadas 
anteriormente. Para ello, se empleó una sonda de DNA marcada con biotina (Poli 
(dT)) que posteriormente se reveló con anticuerpos marcados con oro coloidal, tal y 
como se describió en el apartado 3.4.2. Finalmente, el resultado se analizó en el 
microscopio electrónico de transmisión. 
En la etapa correspondiente al tapetum activo, se observa una baja señal de 
hibridación en el núcleo, pero muy específica. Este marcado aparece en fibrillas 
pericromatínicas y siempre en pequeños grupos de 2-3 partículas de oro alineadas, 
propio de la señal de hibridación (Fig.4.82-B). En el citoplasma también se observan 
pequeños grupos de partículas de oro dispersos en regiones ricas en ribosomas; los 
orgánulos, vacuolas y pared celular no presentan ningún marcado (Fig.4.82-B). 
En etapas de tapetum en MCP temprana, se observa una ligera disminución de las 
partículas de oro detectadas en el núcleo, que aparecen siempre marcando estructuras 
fibrilares peri o intercromatínicas (Fig.4.82-D). Por último, en etapas de tapetum en 
MCP avanzada, ya no se observa ningún tipo de marcado de hibridación (Fig.4.82-F). 
Los controles negativos realizados sustituyendo la sonda por tampón PBS, no 
proporcionaron ninguna señal (datos no mostrados). 
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4.82. Localización ultraestructural de poli A durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Hibridación in situ ultraestructural con poli dT sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica 
napus en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A,C, E; imágenes panorámicas. B, D, F; imágenes en detalle. N; núcleo. Ct; 
citoplasma. 
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4.4.2.1.3 Inmunolocalización ultraestructural de CstF 
CstF (“Cleavage Stimulation Factor”) es un factor esencial para el procesamiento del 
extremo 3´ del RNAm, ya que interviene en el proceso de poliadenilación o adición 
de la cola poli A al transcrito primario. 
 
El análisis de los resultados del inmunomarcado con oro con anti-CstF en el 
microscopio electrónico, reveló una disminución general del marcado con dicho 
anticuerpo durante el desarrollo y MCP del tapetum, indicativo de la tendencia a un 
estado de menor actividad transcripcional (Fig.4.83). 
En etapas de tapetum activo, se detecta un elevado marcado con anti-CstF. Se 
aprecian partículas de oro en la periferia de masas de cromatina condensada y fibrillas 
pericromatínicas (Fig.4.83-B). 
En tapetum en MCP temprana, se observa una disminución del número de partículas 
de oro detectadas, las cuales aparecen en estructuras fibrilares intercromatínicas 
(Fig.4.83-D). 
Finalmente, en etapas de tapetum en MCP avanzada, la célula está completamente 
desorganizada, no se puede diferenciar el compartimento del núcleo frente al del 
citoplasma. En esta fase, se observa una ausencia total del marcado con este 
anticuerpo, indicativo de la ausencia de procesos de maduración de RNA en esta fase 
(Fig.4.83-F). 
La ausencia de marcado en citoplasma, vacuolas, y paredes se consideró como 
control interno del experimento. Asimismo, los controles realizados sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón PBS, no mostraron señal alguna (datos no 
mostrados). 
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4.83. Localización ultraestructural de CstF durante el desarrollo y MCP del tapetum. 
Inmunomarcado con oro con anti-CstF sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica napus en 
diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A,C,E; imágenes panorámicas. B, D, F; imágenes en detalle. N; núcleo. Ct; 
citoplasma. 
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4.4.2.1.4 Localización ultraestructural de RNasa A 
La RNasa A actúa de forma fisiológica en células metabólicamente activas como 
parte de la maquinaria que degrada RNAs defectuosos o cuya vida útil en la célula ha 
terminado. Además, se ha descrito un aumento de la actividad de la RNasa A durante 
procesos de MCP participando en la degradación masiva de RNAs que acompaña a 
la proteólisis y demás reacciones de degradación. 
Se realizaron inmunomarcados ultraestructurales con el anticuerpo anti-RNasa A 
(que reconoce la proteína RNasa A total), sobre cortes ultrafinos de Lowicryl K4M 
de anteras de Brassica napus y Nicotiana tabacum, en distintas fases del desarrollo, 
correspondientes a las fases de tapetum activo, tapetum en inicio de MCP y tapetum 
en MCP avanzada. 
Tanto en tabaco como en colza, se observa un incremento del marcado con RNasa A 
durante el desarrollo y MCP del tapetum. No obstante, existen algunas diferencias en 
cuanto a los tiempos del proceso desarrollo, ya que en Nicotiana tabacum este 
incremento de RNasa A parece ser más tardío. 
 
En etapas de tapetum activo de Brassica napus se observa una baja presencia de 
marcado de RNasa A en el compartimento nuclear, siendo prácticamente 
inapreciable en el citoplasma; las partículas de oro se localizan dispersas sobre la 
región intercromatínica del núcleo (Fig.4.84-B). Sin embargo, en fases de tapetum en 
MCP temprana, se aprecia un incremento significativo del marcado en ambos 
compartimentos y por lo tanto, de la presencia de esta proteína (Fig.4.84-D). Este 
incremento, coincide con la aparición de marcas características de procesos de 
apoptosis, como condensación y segregación cromatínica y de hnRNPs. El marcado 
siempre aparece en la periferia de masas de cromatina, y alrededor estructuras 
granulares de RNPs en el núcleo, así como en zonas ricas en ribosomas en el 
citoplasma (Fig.4.84-D). 
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4.84. Localización ultraestructural de RNasa A durante el desarrollo y MCP del 
tapetum. 
Inmunomarcado con oro con anti-RNasa A sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica 
napus en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A,C,E; imágenes panorámicas. B, D, F; imágenes en detalle. N; núcleo. Ct; 
citoplasma. 
 
4.85. Localización ultraestructural de RNasa A durante el desarrollo y MCP del 
tapetum. 
Inmunomarcado con oro con anti-RNasa A sobre cortes ultrafinos de anteras de Nicotiana 
tabacum en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico 
de transmisión. A,C,E; imágenes panorámicas. B, D, F; imágenes en detalle. N; núcleo. Ct; 
citoplasma. 
Finalmente, en etapas de tapetum en MCP avanzada, se aprecia una disminución 
significativa del marcado, indicativo de una menor presencia de RNasa A (Fig.4.84-
F). En esta etapa, las células del tapetum, muestran rasgos de una apoptosis más 
avanzada. Se ha perdido la compartimentalización del núcleo y citoplasma y aparecen 
unas estructuras que recuerdan a estructuras ectópicas y heterogéneas derivadas de 
RNP (HERDS) descritos en células animales apoptóticas, que se forman fuera del 
núcleo como agregados de estructuras RNPs segregadas (Biggiogera and Pellicciari 
2000) (Fig.4.84-F). 
Por otro lado, en Nicotiana tabacum, el patrón de distribución del marcado con anti-
RNasa A es similar al del Brassica napus. En etapas de tapetum activo se aprecian 
niveles de marcado de proteína de RNasa A similares a los encontrados en colza, 
tanto en núcleo como en citoplasma, lo que representa los niveles basales de RNasa 
A presente en células transcripcionalmente activas (Fig.4.85-B). 
Sin embargo, en etapas de tapetum en MCP temprana, no se observan diferencias 
significativas respecto a la etapa anterior como ocurre en Brassica napus (Fig.4.85-D), 
sino que es en la etapa de tapetum en MCP avanzada, cuando se produce un 
incremento significativo de la presencia de RNasa A (Fig.4.85-F). En esta etapa, al 
igual que en la colza, se pueden apreciar rasgos de una apoptosis avanzada, así como 
de nuevo aparecen las estructuras similares a los HERDS encontrados en células 
animales apoptóticas.  
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La ausencia de marcado en citoplasma, vacuolas, y paredes se consideró como 
control interno del experimento. Asimismo, los controles realizados sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón PBS, no mostraron señal alguna (datos no 
mostrados). 
4.4.2.1.5 Análisis cuantitativo del inmunomarcado con anti-RNasa A 
Se realizó un estudio cuantitativo de la densidad media del marcado con oro 
(partículas de oro/µm2) observadas en el inmunomarcado con anti-RNasa A, para 
determinar con significación estadística las diferencias de marcado entre las diferentes 
fases del desarrollo del tapetum, así como entre las dos especies de estudio. 
 
4.86. Cuantificación del inmunomarcado con anti-RNasa A durante el desarrollo y 
MCP del tapetum. 
A; En Brassica napus. B; En Nicotiana tabacum. 
 
Se estudiaron los compartimentos citoplásmico y nuclear, mientras que las vacuolas y 
paredes se tomaron como controles del experimento. Los valores de densidad de 
marcado en vacuolas y paredes fueron en todos los casos menor del 5% de la 
densidad de marcado obtenida en el citoplasma, por lo que se consideran valores sin 
significación, que indican el bajo nivel de ruido de fondo del experimento. 
No se observan diferencias significativas en la densidad de marcado encontrada en 
núcleo y citoplasma en etapas estudiadas. En las fases de tapetum en MCP avanzada, 
la cuantificación se realizó de forma general, sin separar núcleo y citoplasma, debido 
a que en esta etapa se ha perdido toda la compartimentalización de núcleo y 
citoplasma. 
La densidad media de partículas de oro en el citoplasma aumenta durante el 
desarrollo del tapetum en ambas especies, representado por un aumento 
estadísticamente significativo (“Test de t de student”, α= 0,01) en las etapas de 
tapetum en MCP temprana en la colza y MCP avanzada en tabaco, fases dónde se 
detectó mayor presencia de RNasa A.  
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En la figura 4.86 se representan los resultados obtenidos de la cuantificación. 
4.4.2.1.6 Dinámica de los patrones de distribución de los marcadores de 
síntesis y degradación de RNA durante el desarrollo y MCP del tapetum 
También se realizó un análisis cualitativo del nivel de marcado obtenido en los 
ensayos realizados con cada anticuerpo, con objeto de comparar el patrón observado 
para cada uno de ellos durante el desarrollo y MCP del tapetum (Fig.4.87). 
De forma general, se observa que los marcadores estudiados implicados en la síntesis 
de RNA, disminuyen durante el desarrollo del tapetum (híbridos DNA:RNA, CstF y 
poli dT), mientras que el marcador de degradación de RNA estudiado (RNasa A), 
presenta la tendencia contraria. Esto se debe a que el avance del desarrollo del 
tapetum y por lo tanto, del proceso de muerte celular programada, produce una 
disminución de la actividad transcripcional (Fig.4.87). 
La diferencia observada ente Nicotiana tabacum y Brassica napus en patrón de 
localización de RNasa A parece indicar un proceso de degradación de RNA más 
tardío en Nicotiana tabacum. 
 
4.87. Cuadro- resumen de los anticuerpos empleados en el estudio del desarrollo y 
MCP del tapetum y los resultados obtenidos. 
 
4.4.2.2 Núcleo y marcadores de síntesis y degradación de RNA durante el 
desarrollo gametofítico del polen 
Con objeto de localizar marcadores de actividad transcripcional y degradación de 
RNAs durante el desarrollo gametofítico del polen, se realizó un estudio análogo al 
realizado para el desarrollo y MCP del tapetum. Para ello, se realizaron 
inmunomarcados con anticuerpos anti-híbrido DNA:RNA, anti-CstF, anti-RNasa A 
e hibridación in situ con Poli (dT), sobre cortes ultrafinos de Lowicryl K4M de 
anteras en fase de microspora vacuolada y polen bicelular en las especies de Brassica 
napus y Nicotiana tabacum. 
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4.88. Localización ultraestructural de híbridos DNA:RNA durante el desarrollo 
gametofítico. 
Inmunomarcado con oro con anti-híbrido sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica napus 
en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A; microspora vacuolada. B; polen bicelular. N; núcleo. Ct; citoplasma. NV; 
núcleo vegetativo. 
4.4.2.2.1  Inmunolocalización ultraestructural de híbridos DNA:RNA  
La localización de híbridos DNA:RNA, se llevó a cabo mediante inmunomarcado 
con oro con un anticuerpo anti-híbrido, seguido del análisis en el microscopio 
electrónico de transmisión.  
Los resultados obtenidos muestran una disminución del número de híbridos 
DNA:RNA detectados durante la maduración del polen (Fig.4.87).  
En etapas correspondientes a microspora vacuolada, se observa un marcado 
específico con el anticuerpo anti-híbrido DNA:RNA, localizado principalmente en 
las fibrillas pericromatínicas localizadas en la periferia de regiones de cromatina 
condensada (Fig.4.88-A). 
Sin embargo, en la fase polen bicelular se observa una drástica disminución del 
marcado con este anticuerpo, indicativo de una disminución de la actividad 
transcripcional en esta etapa (Fig.4.88-B). 
La ausencia de marcado en citoplasma, vacuolas, y paredes se consideró como 
control interno del experimento. Asimismo, los controles realizados sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón PBS, no mostraron señal alguna (datos no 
mostrados). 
4.4.2.2.2 Hibridación in situ ultraestructural con Poli dT 
Con objeto de estudiar los niveles y la localización de poli A en RNAs mensajeros se 
llevó a cabo una hibridación in situ ultraestructural sobre cortes ultrafinos de Lowicryl 
K4M de anteras en las principales etapas del desarrollo gametofítico del polen de 
Brassica napus (fase de microspora vacuolada y polen bicelular). 
Para ello, se empleó una sonda de DNA marcada con biotina (Poli (dT)) que 
posteriormente se reveló con anticuerpos marcados con oro coloidal, tal y como se 
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describió en el apartado 3.4.2 para su posterior análisis en el microscopio electrónico 
de transmisión. 
 
 
 
4.89. Localización ultraestructural de poli A durante el desarrollo gametofítico. 
Hibridación in situ ultraestructural con poli dT sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica 
napus en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A; microspora vacuolada. B; polen bicelular. N; núcleo. Ct; citoplasma. Marcado 
con oro indicado con flechas. 
En la figura 4.89, se muestran los resultados obtenidos. En la etapa correspondiente a 
microspora vacuolada, se observa marcado de hibridación, no muy abundante, pero 
muy específico. Este marcado aparece en fibrillas pericromatínicas y preferentemente 
en pequeños grupos de 2-4 partículas de oro alineadas, propio de la señal de 
hibridación y en regiones ricas en ribosomas del citoplasma (Fig.4.89-A). En etapas 
de polen bicelular, el patrón de localización de la señal de hibridación es similar, pero 
se observa una ligera disminución de las partículas de oro detectadas en esta etapa 
(Fig.4.89-B). 
La ausencia de marcado en citoplasma, vacuolas, y paredes se consideró como 
control interno del experimento. Asimismo, los controles realizados sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón PBS, no mostraron señal alguna (datos no 
mostrados). 
4.4.2.2.3 Inmunolocalización ultraestructural de CstF 
El análisis del inmunomarcado con el anticuerpo anti-CstF, en el microscopio 
electrónico muestra una disminución general del marcado con dicho anticuerpo 
durante el desarrollo del polen, indicativo de la tendencia a un estado de menor 
actividad transcripcional (Fig.4.90). 
En etapas de microspora vacuolada, se detecta un elevado marcado con anti-CstF. Se 
aprecian partículas de oro en la periferia de masas de cromatina condensada y fibrillas 
pericromatínicas (Fig.4.90-A). 
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Por otro lado, en el polen bicelular, se puede apreciar una disminución significativa 
del número de partículas de oro detectadas, indicativo de la baja presencia de 
procesos de maduración de RNA en esta fase (Fig.4.90-B). 
La ausencia de marcado en citoplasma, vacuolas, y paredes se consideró como 
control interno del experimento. Asimismo, los controles realizados sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón PBS, no mostraron señal alguna (datos no 
mostrados). 
 
 
4.90. Localización ultraestructural de CstF durante el desarrollo gametofítico. 
Inmunomarcado con oro con anti-CstF sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica napus en 
diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A; microspora vacuolada. B; polen bicelular. N; núcleo. Ct; citoplasma. 
 
4.4.2.2.4 Inmunolocalización ultraestructural de RNasa A 
Se realizaron inmunomarcados ultraestructurales con el anticuerpo anti-RNasa A 
(que reconoce la proteína RNasa A total), sobre cortes ultrafinos de Lowicryl K4M 
de anteras de Brassica napus y Nicotiana tabacum, en las principales etapas del desarrollo 
del polen, correspondientes a las fases de microspora vacuolada y polen bicelular. 
 
En colza, en las dos etapas del desarrollo estudiadas se detectan partículas de oro en 
núcleo y citoplasma, siendo este marcado mayor en el citoplasma en la etapa de 
microspora vacuolada, donde se observan las partículas de oro dispersas en zonas 
ricas en ribosomas (Fig.4.91-A). Sin embargo, en la etapa de polen bicelular, se 
aprecia una disminución en el marcado citoplásmico, mientras que el marcado en 
núcleo se mantiene con respecto a la etapa anterior (Fig.4.91-B). 
Por otro lado, en el compartimento nuclear la presencia de RNasa A en las dos 
etapas de estudio se localiza principalmente en la periferia de las masas de cromatina 
condensada (Figs.4.91-A,B). 
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En tabaco, no se aprecia ninguna variación de los niveles de RNasa A con la 
maduración del polen (Fig.4.92). Al igual que en la colza, se observan partículas de 
oro en núcleo y citoplasma, siendo la presencia de estas más abundante en el 
citoplasma. 
 
La ausencia de marcado en citoplasma, vacuolas, y paredes se consideró como 
control interno del experimento. Asimismo, los controles realizados sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón PBS, no mostraron señal alguna (datos no 
mostrados). 
 
 
 
4.91. Localización ultraestructural de RNasa A durante el desarrollo gametofítico. 
Inmunomarcado con oro con anti-RNasa A sobre cortes ultrafinos de anteras de Brassica 
napus en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico de 
transmisión. A; microspora vacuolada. B; polen bicelular. N; núcleo. Ct; citoplasma. 
 
4.92. Localización ultraestructural de RNasa A durante el desarrollo gametofítico.   
Inmunomarcado con oro con anti-RNasa A sobre cortes ultrafinos de anteras de Nicotiana 
tabacum en diferentes etapas del desarrollo. Imágenes obtenidas en microscopio electrónico 
de transmisión. A; microspora vacuolada. B; polen bicelular. N; núcleo. Ct; citoplasma. 
4.4.2.2.4.1 Análisis cuantitativo del inmunomarcado con anti-RNasa A durante 
el desarrollo gametofítico del polen 
Se realizó un estudio cuantitativo de la densidad media de partículas de oro 
(partículas de oro/µm2) observadas en el inmunomarcado con anti-RNasa A, para 
determinar con significación estadística las diferencias de marcado entre las diferentes 
fases del desarrollo del polen, así como entre las dos especies de estudio. 
Se estudió el compartimento nuclear y citoplásmico, mientras que las vacuolas, y 
paredes se tomaron como controles del experimento. Los valores de densidad de 
marcado en vacuolas y paredes fueron en todos los casos menor del 5% de la 
densidad de marcado obtenida en el citoplasma, por lo que se consideran valores sin 
significación que indican el bajo nivel de ruido de fondo del experimento. 
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En la colza, se aprecia una mayor densidad de marcado en el citoplasma respecto al 
compartimento nuclear en la fase de microspora vacuolada (Fig.4.93-A). Los niveles 
de RNasa A en núcleo no varían con el desarrollo del polen, sin embargo, la densidad 
media de partículas de oro en citoplasma disminuye con el proceso de maduración 
del polen, representado por una disminución estadísticamente significativa para el 
“Test de t de student” (α= 0,01) en las etapas de microspora vacuolada y polen 
maduro (Fig.4.93-A). 
Por otro lado, en tabaco, aunque se observan algunas similitudes con los resultados 
obtenidos en la colza, también se aprecian algunas diferencias.  
Los niveles de RNasa A en citoplasma son significativamente mayores que los del 
compartimento nuclear en la fase de microspora vacuolada, al igual que se ha descrito 
en colza. No obstante, en Nicotiana tabacum, la diferencia entre la densidad media de 
partículas de oro detectadas en citoplasma y núcleo se mantiene durante el proceso 
de maduración del polen, siendo también mayor en citoplasma que en núcleo en el 
polen maduro (Fig.4.93-B). 
 
Esta diferencia entre las dos especies en cuanto a la presencia de RNasa A en el 
citoplasma del polen maduro, sugiere que la disminución de la actividad 
transcripcional y metabólica (y por lo tanto de RNasa A) que acompaña a la 
maduración del polen, se produce antes en Brassica napus que en Nicotiana tabacum, lo 
cual podría estar en relación con el hecho de que el polen de la colza madura en la 
antera hasta la fase final de formación de las células espermáticas, liberando polen 
tricelular, mientras que en tabaco, el polen maduro es bicelular y solo tras la 
germinación del tubo polínico tiene lugar la división de la célula generativa. 
 
 
 
4.93. Cuantificación del inmunomarcado con anti-RNasa A durante el desarrollo y 
MCP del tapetum. 
A; En Brassica napus. B; En Nicotiana tabacum. 
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4.4.2.2.5 Análisis cualitativo de los marcadores de síntesis y degradación de 
RNA durante el desarrollo gametofítico del polen  
Se realizó un análisis cualitativo del nivel de marcado obtenido en los ensayos 
realizados con cada anticuerpo, con objeto de comparar el patrón observado para 
cada uno de ellos durante el desarrollo gametofítico del polen (Fig.4.94). 
Se observa que los marcadores estudiados implicados en la síntesis (híbridos 
DNA:RNA, CstF y poli(dT)) y degradación de RNA (RNasa A) disminuyen durante 
el desarrollo y maduración del grano de polen. Estos resultados están en relación con 
el hecho de que el avance del proceso de diferenciación del grano de polen, conlleva 
una disminución de la actividad transcripcional (Fig.4.94). 
 
4.94. Cuadro- resumen de los anticuerpos empleados en el estudio del desarrollo y 
MCP del tapetum y los resultados obtenidos. 
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4.5  MUERTE CELULAR DURANTE LAS PRIMERAS ETAPAS DEL 
CULTIVO IN VITRO DE LA MICROSPORA PARA INDUCCIÓN A 
EMBRIOGÉNESIS 
 
Brassica napus es considerada una especie modelo para el estudio de embriogénesis de 
polen, con una gran eficacia en la respuesta embriogénica. No obstante, después del 
estrés inductor de embriogénesis, tan solo un 2% de las microsporas cambian su ruta 
hacia un desarrollo embriogénico, mientras que el resto de microsporas que no 
responden a la inducción, siguen otras rutas de desarrollo todavía desconocidas.  
En esta Tesis, se han analizado los niveles de muerte celular durante las primeras 
etapas del cultivo in vitro de microsporas de Brassica napus, para tratar de entender 
algunas de las rutas de desarrollo que siguen algunas de las microsporas que no 
responden al estrés inductor. 
4.5.1 Detección de muerte celular durante las primeras etapas del cultivo in 
vitro de microsporas 
 Como marcador de muerte celular en el cultivo, se utilizó un colorante impermeable, 
“Azul de Evans”, que sólo penetra en aquellas células que presentan daños en la 
membrana.  
El estudio se llevó a cabo en las primeras etapas del cultivo. Se recogieron muestras 
tras el aislamiento de microsporas (día 0), paso previo a la puesta en cultivo, así como 
transcurridos 4 y 8 días del inicio del mismo (Día 4 y día 8). 
Las muestras recogidas, se incubaron en el colorante y tras sucesivos lavados, se 
observaron en el microscopio óptico (Apartado 3.3.7).  
En esta observación, se identifican como estructuras muertas, aquellas en las que el 
colorante Azul de Evans ha penetrado en su interior, de manera que aparecen teñidas 
de azul, mientras que las estructuras que aparecen sin teñir, se identifican como 
estructuras vivas. 
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En la figura 4.95, se muestran 3 panorámicas representativas de los resultados 
obtenidos tras la tinción con Azul de Evans en los distintos tiempos del cultivo 
mencionados. 
En el día 0 del cultivo (después del aislamiento de microsporas), se observa una 
población celular de tamaño homogéneo, correspondiente en su mayoría, a la fase de 
microspora vacuolada, por tratarse de la etapa seleccionada para el cultivo por su 
mayor respuesta a embriogénesis (Fig.4.95-A).La mayoría de estas células aparecen 
sin teñir con Azul de Evans, lo que indica que se trata de células vivas. Por otro lado 
aparecen también células teñidas de azul, identificadas como células muertas. 
A los 4 días del cultivo, se observa claramente una población celular de tamaño 
heterogéneo (Fig.4.95-B).Las estructuras de mayor tamaño, se identifican como 
estructuras multicelulares derivadas de microsporas que han reprogramado su ruta de 
desarrollo hacia una ruta embriogénica. Estas estructuras aparecen sin teñir con Azul 
de Evans, indicando que son estructuras vivas que probablemente continuarán el 
desarrollo embrionario. Mientras que las estructuras de menor tamaño, que se 
corresponden a microsporas que no han respondido al estrés inductor, aparecen 
teñidas de azul, indicando que se trata de células muertas. No obstante, de forma 
ocasional, se pueden observar estructuras multicelulares que aparecen teñidas de azul, 
indicando que son estructuras derivadas de microsporas que cambiaron su programa 
de desarrollo hacía la ruta embriogénica y posteriormente, murieron (Fig.4.95-B). En 
esta etapa, se aprecia un incremento del número de estructuras muertas respecto a la 
etapa anterior (Fig.4.95-A). 
A los 8 días en cultivo, se observa de nuevo una población heterogénea (Fig.4.90-C). 
En este caso, el tamaño de las estructuras que aparecen sin teñir es mayor que en la 
etapa anterior (Día 4), ya que se trata de proembriones que ya han roto su exina. Al 
igual que en la etapa anterior, solo las estructuras de menor tamaño, correspondientes 
a microsporas que no han respondido al estrés inductor, aparecen teñidas con Azul 
de Evans. En esta etapa, también se pueden observar ocasionalmente algunas 
estructuras multicelulares teñidas de azul (Fig.4.95-C). 
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4.95. Detección de muerte celular durante las primeras etapas del cultivo de 
microsporas. 
La muerte celular se detectó mediante preparaciones en aplastado con Azul de Evans en 
muestras recogidas a diferentes tiempos de los cultivos de microsporas de Brassica napus. Las 
células que aparecen en azul son las células muertas. 
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A través de la observación en el microscopio óptico de las todas las réplicas 
analizadas para cada etapa, se cuantificó el porcentaje de muerte celular en cada una 
de las etapas del cultivo mencionadas. Los resultados obtenidos de dicha 
cuantificación se muestran en la (Fig.4.96). Tras el aislamiento de microsporas 
seleccionadas en el estadio de mayor respuesta a embriogénesis, previo a la puesta en 
cultivo, ya se observa un nivel alto de muerte celular, probablemente producido por 
el estrés del proceso de aislamiento y puesta en cultivo. (En este momento, se 
registran valores de muerte celular de 35,59%).  
Posteriormente, se observa un incremento del número de estructuras muertas 
durante la progresión del cultivo. Por otro lado, en muestras recogidas a los 4 días del 
inicio del cultivo, donde predominan estructuras multicelulares todavía con exina, se 
registran valores de muerte celular del 56,53%, lo que supone un incremento del 21% 
respecto a la etapa anterior (Fig.4.96). 
Finalmente, en muestras recogidas a los 8 días del inicio del cultivo, en las que 
predominan estructuras que ya han roto la exina, se obtuvieron valores del 64,47%, 
lo que supone un aumento del 8% respecto a la etapa anterior (Fig.4.96). 
 
 
 
4.96. Cuantificación de los niveles de muerte celular durante las primeras etapas del 
cultivo de microsporas. 
Cuantificación de muerte celular durante las primeras etapas del cultivo de microsporas de 
Brassica napus, a partir de los resultados de la tinción con Azul de Evans. 
4.5.2 Muerte celular programada durante las primeras etapas del cultivo in 
vitro de microsporas 
Con objeto de identificar la posible implicación de procesos de muerte celular 
programada (MCP) en las rutas de desarrollo que siguen las microsporas que no 
responden al estrés inductor, se llevó a cabo el estudio de la localización y actividad 
de la enzima caspasa 3, una de las enzimas efectoras implicada en procesos de MCP.  
Para ello, se realizaron estudios de localización de caspasa 3 activa, mediante 
inmunofluorescencia y "Western Blot", así como de determinación de actividad 
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enzimática caspasa 3 en extractos de proteínas totales correspondientes a las distintas 
etapas del cultivo analizadas. 
4.5.2.1 Localización de la forma activa de la enzima caspasa 3 
La localización de caspasa 3 se realizó a partir del anticuerpo “anti-Cleaved Caspase-
3” que sólo reconoce la forma activa de esta proteína, originada al romperse la pro-
caspasa 3 o zimógeno por la actuación de otras proteasas específicas. El estudio se 
llevó a cabo mediante dos tipos de aproximaciones: técnicas de inmunofluorescencia, 
para la localización in situ de la enzima caspasa 3 y mediante Western Blot.  
4.5.2.1.1 “Inmunoblotting” 
Con objeto de confirmar la especificidad del anticuerpo frente a la forma activa de la 
enzima caspasa 3 en el material de estudio, se realizó un Western Blot a partir de 
extractos de proteínas totales obtenidos de muestras de cultivos recogidas tras el 
aislamiento de microsporas, (día 0 del cultivo) y muestras recogidas a los 4 días de 
cultivo. El revelado del inmunoblotting se llevó a cabo mediante ECL (Apartado 
3.6.3.2). 
En extractos de proteínas totales de las muestras recogidas a los 4 días del inicio del 
cultivo, se detecta una banda de aproximadamente 19kD, peso molecular esperado 
correspondiente a la enzima caspasa 3 activa. Sin embargo, en las mismas 
condiciones experimentales, en extractos de proteínas totales de muestras recogidas 
en el día 0 de cultivo, no se observó la presencia de esta enzima (Fig.4.97). 
Las mismas membranas utilizadas para el “inmunoblotting”, se tiñeron previamente 
con el colorante “Rojo Ponceau”, revelando una cantidad y patrón de proteínas 
totales análogo en las dos muestras (Día 0 y Día 4) (Fig.4.97). 
 
 
4.97. Inmunoblot Caspasa 3. 
Marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards, Bio-Rad. Revelado 
mediante ECL. Las bandas correspondientes se visualizaron mediante la cámara CCD del 
equipo “Luminiscent Image Analyzer LAS-3000®” (Fujifilm). La tinción con Rojo Ponceau 
se empleó como control de carga y de la transferencia. 
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4.5.2.1.2 Inmunolocalización subcelular de la forma activa de caspasa 3 
mediante inmunofluorescencia 
El experimento de inmunolocalización se llevó a cabo sobre criocortes semifinos de 
muestras recogidas tras el aislamiento de microsporas (Día 0 del cultivo) y a los 4 días 
del inicio del cultivo. 
 
 
4.98. Localización de caspasa 3 durante las primeras etapas del cultivo de 
microsporas. 
Inmunofluorescencia con anti-caspasa 3 sobre criocortes de muestras recogidas tras el 
asilamiento y a los 4 días de cultivo de microsporas de Brassica napus. La fluorescencia azul 
corresponde al DAPI, marcador de núcleos y la verde a la localización de caspasa 3 marcada 
con Alexa fluor 488. A; imagen panorámica de microsporas tras el aislamiento. B; imagen 
panorámica de microsporas a los 4 días del inicio de cultivo. 
 
4.99. Localización de caspasa 3 en microsporas no inducidas a embriogénesis a los 4 
días de cultivo. 
Inmunofluorescencia con anti-caspasa 3 sobre criocortes de muestras recogidas a los cuatro 
días de cultivo de microsporas de Brassica napus. La fluorescencia azul corresponde al DAPI, 
marcador de núcleos y la verde a la localización de caspasa 3  marcada con Alexa fluor 488. 
A,C,E: localización de caspasa 3. B,D,F; imágenes obtenidas mediante contraste diferencial 
de Nomarsky. 
 
4.100. Localización de caspasa 3 en microsporas embriogénicas a los 4 días de 
cultivo. 
Inmunofluorescencia con anti-caspasa 3 sobre criocortes de muestras recogidas a los cuatro 
días de cultivo de microsporas de Brassica napus. La fluorescencia azul corresponde al DAPI, 
marcador de núcleos y la verde a la localización de caspasa 3  marcada con Alexa fluor 488. 
A,C,E: localización de caspasa 3. B,D,F; imágenes obtenidas mediante contraste diferencial 
de Nomarsky. 
En la figura 4.98-A, se observa que tras el aislamiento de microsporas, no se detecta 
caspasa 3 activa. Sin embargo, transcurridos 4 días desde el inicio del cultivo, se 
observa que algunas estructuras presentan una señal citoplásmica fluorescente 
indicando la presencia de caspasa 3 activa (Fig.4.98-B) junto a otras negativas. 
Las estructuras con señal de inmunofluorescencia citoplásmica se corresponden con 
microsporas que no han respondido al estrés inductor, ya que no presentan su 
morfología típica con varios núcleos ni paredes celulares interiores (Fig.4.99-A,C,E). 
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Por otro lado, se observa que las estructuras multicelulares derivadas de microsporas 
presentes a los 4 días del inicio del cultivo, no poseen señal fluorescente, lo que 
indica la ausencia de la forma activa de esta enzima en este tipo de estructuras 
(Fig.4.100-A,C,E). 
 
4.5.2.2 Determinación de la actividad enzimática caspasa 3 
Se han analizado los niveles de actividad de caspasa 3 durante las primeras etapas del 
desarrollo embriogénico de Brassica napus mediante un ensayo enzimático in vitro 
basado en la detección espectrofotométrica del cromóforo p-nitroanilina (pNA) 
liberado tras la proteólisis del substrato sintético específico de la enzima caspasa 3, 
Acetil-Asp-Glu-Vaal-Asp p-Nitroanilina (Ac-DEVD-pNA) (Apartado 3.7).  
 
El estudio se llevó a cabo en muestras recogidas tras el aislamiento de microsporas 
(día 0 del cultivo) y transcurridos 4 y 8 días desde el inicio del cultivo.  
Se empleó un inhibidor específico de la actividad caspasa 3, “Ac-DEVD-CHO-
Inhibitor”, como control del experimento. De manera que en cada muestra se evaluó 
la actividad caspasa 3 en presencia y ausencia de este inhibidor. 
En el día 0 de cultivo, se registran valores de actividad caspasa 3 muy bajos (0,18 
nmol pNA/min/mg) (Fig.4.101). Sin embargo, en extractos de proteínas totales de 
muestras recogidas a los 4 días en cultivo, se observa un incremento significativo de 
la actividad caspasa 3 (valores de 1,28 nmol pNA/min/mg), momento en el que se 
registra la máxima actividad de esta enzima. Finalmente, a los 8 días del inicio del 
cultivo, se aprecia una disminución de los niveles de actividad caspasa 3, 
registrándose valores similares a los obtenidos en el día 0 del cultivo (0,21 nmol 
pNA/min/mg). 
 
 
4.101. Actividad caspasa 3 durante la MCP inducida en meristemos radiculares de 
Allium cepa. 
Determinación de actividad caspasa 3 en extractos de proteínas procedentes de muestras 
recogidas tras el asilamiento y a los 4 días de cultivo de microsporas de Brassica napus, 
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mediante un ensayo colorimétrico con el kit comercial “Caspase-3 Assay kit, Colorimetric” 
(Sigma). La actividad enzimática se determinó a partir de la cantidad de producto de reacción 
liberado (pNA) a través de la interpolación de los valores de absorbancia a 405nm obtenidos, 
en la recta de calibrado preparada previamente con diferentes concentración de pNA.  La 
medida de absorbancia a 405 nm se realizó en un equipo lector de placas Varioscan 377. 
 
 
AC-DEDV-CHO inhibe la actividad caspasa 3 en todos los puntos ensayados 
(Fig.4.101) demostrando la especificidad del ensayo. Los niveles de actividad 
registrados en cada una etapas del cultivo en presencia del inhibidor son 
prácticamente nulas (0,01, 0,05 y 0,01 µmoles pNA/mg/ml, para el día 0, tras 4 y 8 
días desde el inicio del cultivo, respectivamente). 
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5.1 MEJORAS EN LA EFICIENCIA DE INDUCCIÓN A 
EMBRIOGÉNESIS DE LA MICROSPORA MEDIANTE ESTRÉS 
TÉRMICO Y DESARROLLO DE UN NUEVO SISTEMA IN VITRO 
  
Durante la realización de esta Tesis se ha establecido un sistema de cultivo in vitro de 
microsporas de Brassica napus con una gran eficiencia de reprogramación a 
embriogénesis, así como de regeneración de plantas doble haploides.  
5.1.1 Optimización del sistema in vitro de embriogénesis de microsporas de 
Brassica napus a 32ºC 
Existen numerosos factores tanto endógenos como exógenos que afectan a la 
respuesta embriogénica de las microsporas en cultivo (Atanassov et al. 1995, Smykal 
2000, Wang, van Bergen and Van Duijn 2000, Datta 2005). En la optimización del 
cultivo de microsporas aisladas para la producción de plantas doble haploides, se 
debe tener en cuenta: el genotipo, el estado fisiológico y condiciones de crecimiento 
de las plantas donadoras, la fase de desarrollo del polen, el método de aislamiento de 
microsporas, condiciones de cultivo e inducción de microsporas y germinación de 
embriones y regeneración de plantas, junto con sus interacciones, ya que todos ellos 
son factores que afectan de forma importante a la respuesta de las microsporas al 
cultivo in vitro. 
 
El estado fisiológico y las condiciones de crecimiento de las plantas donadoras 
Un requisito esencial para la correcta respuesta de microsporas a la inducción de 
embriogénesis son las condiciones fisiológicas de las plantas donadoras.  
Las plantas donadoras pueden crecerse en el campo, en el invernadero o en cámaras 
de crecimiento controlado, siendo estas últimas las que proporcionan condiciones 
más favorables, ya que permiten el control de temperatura, humedad, fotoperiodo e 
intensidad de luz y proporcionan un espacio cerrado minimizando las infecciones y 
ataques de insectos. 
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Varios trabajos han mostrado la influencia del ambiente de crecimiento en la 
totipotencia de las microsporas (Chuong et al. 1988, Gland, Lichter and Schweiger 
1988, Lichter 1989, Takahata, Brown and Keller 1991). Aunque los acontecimientos 
celulares que tienen lugar después del tratamiento de estrés inductor de 
embriogénesis a partir de microsporas aisladas han sido objeto de numerosos 
estudios (Zaki and Dickinson 1991, Telmer, Simmonds and Newcomb 1992, Segui-
Simarro, Testillano and Risueño 2003, Testillano et al. 2005), la razón por la que 
microsporas en la misma etapa de desarrollo, obtenidas de diferentes ambientes de 
crecimiento reaccionan de forma distinta al mismo estímulo, aún permanece siendo 
un misterio.  
 
En nuestro estudio se ensayaron cultivos de microsporas a partir de plantas 
donadoras crecidas en invernadero a 18ºC y en cámaras de crecimiento en 
condiciones controladas a menor temperatura (15ºC y 10ºC durante el día y la noche, 
respectivamente), obteniendo mejores rendimientos en los cultivos procedentes de 
cámaras de crecimiento.  
Las condiciones fisiológicas de las plantas donadoras afectan al número de granos de 
polen producidos y su viabilidad (Heberlebors 1985), a los niveles endógenos de 
hormonas y al estado nutricional del tejido de la antera (sunderland y Dunwell, 1977), 
factores que determinan el éxito de las condiciones de inducción del proceso de 
reprogramación. El estado metabólico de las células en diferenciación en las plantas 
donadoras afecta de forma directa a todos los procesos celulares y subcelulares del 
desarrollo de las microsporas (Dunwell and Thurling 1985, Gland et al. 1988).  
 
En nuestros resultados, las plantas donadoras sometidas a condiciones ambientales 
óptimas estrictamente controladas en las cámaras de crecimiento, contendrían una 
mayor proporción de microsporas en el estadio idóneo y probablemente 
metabólicamente más óptimo, lo que podría ser una de las causas de obtener una 
mayor respuesta embriogénica frente aquellas procedentes de donadoras crecidas en 
el invernadero, independientemente de la temperatura de inducción.  
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Las condiciones de crecimiento de las plantas donadoras no sólo juegan un 
importante papel en la respuesta de las microsporas a la reprogramación, sino 
también en la regeneración de los embriones obtenidos. Por ejemplo se ha descrito 
que plantas de cebada crecidas en cámara de crecimiento (en condiciones 
controladas) producen una mayor cantidad de doble haploides que las plantas 
crecidas en invernadero, donde las condiciones parecen no estar estrictamente 
controladas (Dahleen 1999).  
Por otra parte, la temperatura de crecimiento de las plantas donadoras por sí misma, 
también tiene una gran influencia en la respuesta de las microsporas al estrés 
inductor, como se ha descrito en varios estudios en cebada (Foroughiwehr et al. 
1976), en colza (Keller and Stringham 1978; (Dunwell, Cornish and Decourcel 1985) 
y en maíz (Lazar, Baenziger and Schaeffer 1984).  
El crecimiento de plantas donadoras en condiciones ambientales estrictamente 
controladas, especialmente sometidas a bajas temperaturas, como en este estudio 
(15ºC durante el día y 10ºC durante la noche) propicia un metabolismo más lento en 
comparación con aquellas otras plantas crecidas bajo condiciones parcialmente 
controladas o en el campo. Se ha demostrado que este cambio en el metabolismo es 
el resultado de la alteración de los niveles endógenos de los reguladores del 
crecimiento y utilización de nutrientes por las microsporas y anteras (Lo and Pauls 
1992). 
Nuestros resultados mostraron una mejor respuesta embriogénica en las microsporas 
de plantas donadoras crecidas en condiciones de bajas temperaturas; Esto podría 
deberse a que las condiciones de baja temperatura ralentizan el desarrollo in vivo de 
las microsporas, favoreciendo la sincronización de las microsporas dentro de la 
antera. De esta manera, la selección de botones florales para cultivo in vitro a partir de 
plantas donadoras crecidas en condiciones de bajas temperatura, contendría una 
mayor proporción de células en la etapa de máxima respuesta embriogénica, la 
microspora vacuolada tardía, proporcionando una mayor eficiencia final en la 
inducción a embriogénesis respecto a cultivos de plantas donadoras crecidas a mayor 
temperatura. 
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Durante el desarrollo in vivo del polen, cualquier reducción nutricional o cambio 
ambiental, puede afectar al desarrollo del polen y viabilidad. Nuestros resultados 
mostraron que las plantas donadoras sometidas a condiciones ambientales 
estrictamente controladas contendrían una mayor proporción de microsporas en el 
estadio metabólico óptimo y por lo tanto, una mayor respuesta embriogénica que 
aquellas otras plantas donadoras crecidas en invernadero, independientemente de la 
temperatura de inducción. 
 
Por otro lado, el crecimiento de las plantas donadoras bajo condiciones controladas, 
a baja temperatura, como se ha establecido en esta Tesis, además de aumentar la 
eficiencia del sistema, proporciona unas condiciones más estables tanto a nivel celular 
como molecular, requerimiento indispensable a la hora de realizar estudios 
comparativos de procesos de desarrollo, lo cual ha sido un factor clave para la 
optimización y establecimiento del sistema in vitro. 
 
Selección adecuada de la fase del desarrollo de la microspora  
La correcta selección de la fase del desarrollo de la microspora es un factor clave, que 
afecta de manera importante a la inducción a embriogénesis de microsporas (Pechan 
and Keller 1988, Gland et al. 1988, Takahata et al. 1991, Guo and Pulli 1996, Prem, 
Gupta and Agnihotri 2005, González-Melendi et al. 1995, Barany et al. 2005). 
En Brassica napus, como en muchas otras especies, la fase seleccionada que mejor 
responde a la inducción a embriogénesis es la fase de microspora vacuolada tardía, 
probablemente debido a su estado de actividad transcripcional y no completamente 
diferenciado (González-Melendi et al. 1995, Malik et al. 2007), mientras que después 
de la división mitótica, el polen empieza a acumular reservas y pierde su capacidad 
embriogénica, siguiendo una ruta de desarrollo gametofítica (Raghavan 1990, 
Heberle-Bors 1990). 
Por este motivo, es de gran importancia comprobar la fase de desarrollo del polen 
mediante una tinción con DAPI (Fan, Armstrong and Keller 1988) para establecer 
una relación entre el tamaño del botón floral y la fase de desarrollo de las 
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microsporas, que permita realizar una correcta selección de los botones florales con 
mayor contenido de microsporas en la fase adecuada para proceder a hacer el cultivo.  
A pesar de esta estricta selección, a menudo se obtienen microsporas en diferentes 
fases entre anteras procedentes de la misma flor o incluso dentro de una misma 
antera, lo que deriva en una población no completamente homogénea al inicio del 
cultivo (Vasil 1967, Shull and Menzel 1977, Hidaka T 1979, Hidaka T 1981, Z. 1985). 
No obstante, conocer la proporción de microsporas fuera de la fase de desarrollo de 
mayor respuesta al inicio del cultivo (microspora joven y polen bicelular) es esencial, 
ya que sólo las células en fase de microspora vacuolada podrán cambiar su ruta de 
desarrollo hacia la embriogénesis (González-Melendi et al. 1995, Barany et al. 2005, 
Solis et al. 2008) de las cuales, únicamente un 1%, progresarán hasta la formación de 
embriones cotiledonares maduros. Además, trabajos previos defienden que la 
presencia de microsporas en el cultivo fuera de la fase adecuada, tienen un efecto 
inhibitorio en el cambio de ruta de desarrollo de aquellas otras microsporas que están 
en la fase adecuada (Kott et al. 1988b).  
 
En esta Memoria, se ha establecido la correlación entre el tamaño de la yema floral y 
la fase de la microspora, en las condiciones de crecimiento controladas de la planta 
donadora, identificándose como mejor criterio de selección la yema de 3.2-3.4 mm, 
ya que contiene una mayor proporción de microsporas vacuoladas que otras yemas 
florales procedentes de plantas crecidas en condiciones no controladas. Una mayor 
presencia de microsporas en la etapa adecuada aporta un mayor rendimiento en la 
obtención de embriones. 
 
Aislamiento de microsporas y puesta en cultivo 
La eliminación de todo tipo de contaminantes (bacterias y hongos) de la superficie de 
los botones florales recogidos y seleccionados en la etapa de mayor respuesta 
embriogénica, mediante esterilización con hipoclorito sódico, es un paso 
fundamental para la correcta progresión del cultivo. 
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Tanto para el aislamiento de microsporas como para la puesta en cultivo se empleó el 
medio de cultivo NLN (Lichter 1982), ampliamente utilizado en los cultivos de 
microsporas de Brassica napus.  
La composición del medio de cultivo juega un papel fundamental en la inducción de 
microsporas a embriogénesis in vitro. Cada especie presenta requerimientos diferentes 
para ello. Los requerimientos nutricionales de las microsporas aisladas son más 
exigentes que para los cultivos de anteras (Bajaj 1977, Bajaj 1990).  
El medio NLN contiene macro y micronutrientes, vitaminas y carbohidratos, siendo 
la sacarosa la principal fuente de carbono, que supone el 13% de la composición del 
medio, debido a que Brassica napus, es una especie cuyo polen maduro es tricelular 
(Dunwell and Thurling 1985) mientras que especies de polen bicelular como 
solanáceas, requieren niveles de sacarosa menores, 2-5% (Dunwell 2010). 
Es importante señalar que en nuestro trabajo, el medio NLN se ha empleado desde 
el inicio del cultivo hasta el final del mismo, con la obtención de embriones maduros 
derivados de microsporas, de manera que este elevado porcentaje de sacarosa 
garantiza el aporte de carbono hasta el final del desarrollo. 
El pH es otro factor importante que puede influir en el proceso de embriogénesis de 
microsporas (Stuart and Redenbaugh 1987). En el cultivo de microsporas de Brassica 
napus el pH del medio NLN-13, es de 6. 
El aislamiento de microsporas consiste en extraer las microsporas de las anteras 
como paso previo a su puesta en cultivo. Se han descrito diferentes métodos para 
realizar el aislamiento de microsporas, como el empleo de un homogenizador o 
“blender” (Kott, Polsoni and Beversdorf 1988a). En esta Memoria, el método 
seleccionado implica la rotura mecánica de los botones florales previamente 
esterilizados con la ayuda de un mortero de porcelana (Coventy 1988, Prem et al. 
2005), lo cual permitió un mayor control y mayor suavidad, en la disgregación de los 
tejidos de yemas y anteras. El homogenizado obtenido se filtra mediante una malla de 
40µm, para descartar la mayor parte del tejido somático y sólo se recoge el filtrado 
que contiene las microsporas extraídas. La eliminación del tejido somático de las 
microsporas que van a iniciar el cultivo es un paso crítico, ya que su presencia afecta 
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de forma negativa a las microsporas en cultivo, con la liberación de componentes 
fenólicos y en algunos casos incluso puede inducir la formación de callos o 
embriones somáticos, que interfiere en la producción de plantas haploides y dobles 
haploides (Ferrie and Caswell 2011). Por este motivo, para asegurar la completa 
eliminación de restos de tejido somático, se realizan varios lavados con medio NLN 
preenfriado. 
Además, con objeto de minimizar el estrés que supone el aislamiento para las 
microsporas, así como para disminuir la actividad celular de las mismas y prevenir la 
muerte celular antes del inicio del cultivo, todo el proceso de aislamiento se realiza a 
4ºC.  
 
La densidad del cultivo celular (número de microsporas por unidad de volumen de 
medio de cultivo) es otro factor clave en el cultivo de microsporas aisladas. La 
mayoría de los protocolos descritos para la inducción de embriogénesis de 
microsporas de Brassica napus emplean una densidad celular entre 40000-80000 
microsporas/ml (JBM 2003). No obstante, en esta Memoria, el ajuste de la densidad 
celular a 10000 microsporas/ml ha sido clave para la correcta progresión del cultivo, 
obteniéndose mejores rendimientos, probablemente al disminuir la competencia 
celular por los nutrientes del medio.  
 
Tratamiento de estrés inductor y progresión de embriogénesis 
La reprogramación de la microspora a embriogénesis, se induce a partir de un 
tratamiento de estrés, en ausencia del cual, las microsporas siguen su ruta de 
desarrollo gametofítico normal para formar granos de polen (Touraev, Vicente and 
HeberleBors 1997).  
Los agentes inductores del proceso de embriogénesis en microsporas más empleados 
son el frío o calor, ayuno y tratamiento con colchicina, según la especie. No obstante, 
en términos generales, el estrés mediante el incremento de temperatura es el 
tratamiento más efectivo para la inducción del desarrollo de embriogénesis del polen 
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en muchas especies. La temperatura óptima y la duración del tratamiento varían 
según la especie (Germana 2011). 
Aunque el mecanismo de cómo el estrés afecta a la reprogramación del polen no está 
completamente establecido, parece que un primer efecto es la alteración de la 
polaridad de la división en la primera mitosis haploide, lo que implica una 
reorganización del citoesqueleto (Nitsch and Norreel 1973, Reynolds 1997), 
retrasando y modificando la mitosis del polen, (se producen 2 células iguales entre sí, 
en vez de dos desiguales) bloqueando la acumulación de almidón o manteniendo la 
viabilidad de los cultivos de polen (Heberlebors 1985). 
 
Aunque en la actualidad, el empleo de 32ºC como estrés inductor del proceso de 
embriogénesis para Brassica napus está ampliamente extendido, existen variaciones en 
la duración del mismo, que influyen en la eficiencia y progresión del cultivo (Chuong 
et al. 1988, Pechan and Keller 1988, Gland et al. 1988, Charne and Beversdorf 1988, 
Lichter 1982, Lichter 1989, Chen and Beversdorf 1992, Custers et al. 1994, Joosen et 
al. 2007, Malik et al. 2007).  
En esta Memoria, se empleó como tratamiento de estrés la incubación de las 
microsporas a 32ºC en oscuridad hasta la aparición de los primeros embriones 
globulares, visibles a simple vista (12-14 días, aproximadamente). En ese momento, 
se cambiaron las condiciones del cultivo a 25ºC en oscuridad y agitación, hasta el 
final del desarrollo embrionario con la aparición de embriones cotiledonares 
maduros. Estas condiciones permitieron la obtención de un elevado número de 
embriones cotiledonares maduros derivados de microsporas (795 embriones/placa, 
aprox.) en aproximadamente 25 días desde el inicio del cultivo. 
Existen trabajos en los que se describen tratamientos de estrés inductores de 
embriogénesis más cortos que el empleado en esta Tesis. Sin embargo, la reducción 
de los tiempos de incubación a 32ºC, presenta una eficiencia menor en el número de 
embriones obtenidos por ml de cultivo (Joosen et al. 2007) por lo que la 
determinación del tratamiento empleado en esta Tesis, ha sido un logro en la 
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obtención de un alto número de embriones obtenidos frente a otros tratamientos 
descritos.  
En conclusión, en este trabajo se han seleccionado diversas condiciones, resumidas 
en el siguiente cuadro, que han permitido optimizar el sistema in vitro para una mayor 
eficiencia de embriogénesis de microsporas en Brassica napus, que no han sido 
obtenidas hasta el presente con el resto de condiciones descritas. 
 
FACTORES CONDICIÓN SELECCIONADA 
1. Condiciones de crecimiento de 
planta donadora. 
Cámara de crecimiento controlado a baja 
temperatura (15ºC, día/ 10ºC, noche). 
2. Selección de yemas florales con 
microsporas en la fase de desarrollo 
de mayor respuesta. 
Yemas de 3,2-3,4mm 
(70% de microsporas vacuoladas viables) 
3. Aislamiento de microsporas y 
puesta en cultivo. 
Aislamiento en mortero, filtrado, lavados 
a 4ºC. Densidad celular 10000 msp/ml 
4. Tratamiento de estrés inductor 
(temperatura y duración). 
32ºC durante 10-12 días (hasta la 
observación de los primeros embriones 
globulares). 
5.1. Condiciones seleccionadas en la optimización del cultivo in vitro para una mayor 
eficiencia de embriogénesis de embriogénesis de microsporas en Brassica napus. 
. 
5.1.2 Desarrollo de un nuevo sistema in vitro de inducción a embriogénesis de 
microsporas a 18ºC 
El estrés térmico a 32ºC está universalmente aceptado como inductor de la 
reprogramación a embriogénesis de la microspora de Brassica napus para dar lugar a 
un embrión cotiledonar maduro (Babbar SB 2004, Ferrie and Caswell 2011, Segui-
Simarro et al. 2003) mientras que el tratamiento in vitro a 18ºC durante 8 días en 
cultivo, se ha empleado para el estudio del desarrollo gametofítico in vitro a partir de 
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microsporas aisladas (Satpute et al. 2005, Custers et al. 1994). En estudios anteriores 
del grupo, se han descrito los acontecimientos celulares que tienen lugar en las 
microsporas durante el desarrollo gametofítico in vivo y en condiciones in vitro 
(Satpute et al. 2005). Sin embargo, la mayoría de los trabajos sobre el desarrollo 
gametofítico in vitro a partir de microsporas de Brassica napus aisladas, sólo ilustran los 
acontecimientos celulares hasta los 10 días de cultivo, que coincide con el desarrollo 
de estructuras similares al polen maduro, tal y como se observaron en este trabajo 
(datos no mostrados). Sin embargo, el desarrollo de microsporas aisladas incubadas a 
baja temperatura a largo plazo no ha sido caracterizado hasta el momento. 
Nuestros resultados muestran un sistema nuevo de inducción a embriogénesis de 
microsporas en Brassica napus, mediante el empleo de bajas temperaturas (18ºC) como 
tratamiento de estrés (Prem et al., 2011.Enviado). Estos resultados demuestran por 
primera vez las diferencias en la dinámica de la arquitectura celular observada bajo 
diferentes tratamientos térmicos de inducción. No obstante, la obtención de 
embriones cotiledonares maduros a partir de microsporas aisladas de botones florales 
procedentes de plantas donadoras crecidas en diferentes condiciones, en cultivos 
realizados bajo tratamientos de 18ºC, durante 2 años consecutivos, indica la solidez 
de este nuevo sistema de inducción y progresión de embriogénesis. 
Las estructuras y tiempos de desarrollo observados tanto en fases tempranas como al 
final del desarrollo en cultivos a 32ºC, son similares a los descritos en trabajos 
anteriores (Kott et al. 1988a, Telmer et al. 1992, Segui-Simarro et al. 2003). Sin 
embargo, los eventos celulares observados durante todo el desarrollo embriogénico a 
18ºC, no han sido descritos anteriormente. Lo más novedoso del sistema de 
inducción a 18ºC, es la clara aparición en los cultivos de dos rutas de desarrollo 
diferentes: por un lado, una ruta de desarrollo mayoritaria con estructuras tipo 
suspensor y por otro lado, una ruta minoritaria con estructuras sin suspensor, similar 
al desarrollo embriogénico convencional descrito en el sistema a 32ºC, junto con 
algunas microsporas que no respondieron al tratamiento de estrés y siguieron una 
ruta de desarrollo “gametophytic-like” dirigida a la formación de polen maduro.  
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En base a los resultados obtenidos, en las figuras 4.1 y 4.2 se muestra un resumen 
esquemático de los diferentes acontecimientos celulares que definen la embriogénesis 
de microsporas en los dos tratamientos térmicos inductores (sistema convencional a 
32ºC y sistema nuevo a 18ºC) en relación al tiempo del cultivo. 
 
La ruta de desarrollo embriogénico sin suspensor observada en nuestro estudio a 
18ºC, se asemeja bastante a la ruta de embriogénesis publicada en trabajos de 
inducción de embriogénesis de microsporas mediante tratamientos de estrés a 32ºC, 
aunque tiene lugar en una menor frecuencia a 18ºC. La ruta de desarrollo 
embriogénico predominante encontrada bajo tratamientos de estrés a 18ºC, implica el 
establecimiento de una polaridad temprana y la formación de estructuras con 
suspensor. Una característica interesante encontrada en las microsporas que siguen la 
ruta de desarrollo embriogénico con estructuras con suspensor, es la formación de 
una gruesa pared celular bajo la exina, observada durante las primeras etapas en las 
microsporas embriogénicas con gran tamaño y con la exina rota, antes de la primera 
división. 
 
Se ha descrito que durante la embriogénesis cigótica en Brassica napus, la polaridad del 
embrión en desarrollo se establece en la primera división celular y el suspensor se 
desarrolla desde las primeras etapas (Yeung, Rahman and Thorpe 1996, Ilic-Grubor, 
Attree and Fowke 1998, V 2001)(Raghavan 2001. Varios trabajos han resaltado la 
similitud entre la embriogénesis derivada de microsporas y la embriogénesis cigótica 
durante las últimas fases del desarrollo, concretamente a partir del embrión globular 
en adelante (Yeung et al. 1996, Barany et al. 2005, Bueno et al. 2003). 
En el nuevo sistema que aquí se describe, la similitud más notable entre la 
embriogénesis cigótica y la embriogénesis derivada de microsporas, es el desarrollo 
de estructuras celulares similares al suspensor en embriones derivados de 
microsporas.  
La aparición de estas estructuras celulares similares al suspensor en embriones 
derivados de microsporas en el sistema de inducción a 32ºC, es esporádica e 
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impredecible; trabajos previos sólo describieron su presencia en etapas tardías como 
embriones globulares y corazón derivados de microsporas (Yeung et al. 1996, Ilic-
Grubor et al. 1998)sin identificar su posible origen. Se ha propuesto que las células 
tipo suspensor en cultivos de microsporas inducidos a 32ºC, se desarrollan a partir de 
las células hipofisarias del embrión globular (Hause et al. 1994). Recientemente, 
(Joosen et al. 2007) han descrito un método de cultivos de microsporas a partir de un 
tratamiento inductor a 32ºC durante 24h, en el que el desarrollo embriogénico a 
partir de microsporas se asemeja mucho a la embriogénesis cigótica. Posteriormente, 
(Supena et al. 2008) ha documentado en detalle esta ruta similar a la del embrión 
cigótico, con la aparición de estructuras tipo suspensor.  
Los resultados de nuestro estudio, revelan que en el sistema de inducción de 18ºC 
hay una predominancia del desarrollo de estructuras con suspensor. En esta ruta de 
desarrollo, las primeras divisiones de las microsporas dan lugar a estructuras 
alargadas en las que la parte distal genera el embrión globular, mientras que la parte 
inferior da lugar al suspensor, estableciendo una polaridad temprana en el desarrollo 
de embriones derivados de microsporas y mimetizando las primeras etapas de la 
embriogénesis cigótica. 
 
La razón por la que las microsporas bajo las mismas condiciones externas in vitro, 
muestran diferentes comportamientos continúa siendo un misterio; diferencias en la 
etapa inicial de desarrollo y el estado metabólico de las microsporas podría afectar a 
la recepción de señales para la especificación de identidades asimétricas y el destino 
celular del suspensor en algunas microsporas, como ocurre en la embriogénesis 
cigótica (Petricka, Van Norman and Benfey 2009). En etapas tardías del desarrollo, 
nuestros resultados muestran similitudes morfológicas entre los embriones derivados 
de microsporas obtenidos a partir de 2 tratamientos inductores diferentes (32ºC y 
18ºC), ya que en ninguno de los dos sistemas in vitro aparece el suspensor, asociando 
su papel con las primeras etapas del desarrollo.  
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Las diferencias en el estado metabólico y la etapa concreta del desarrollo gametofítico 
de la población inicial de microsporas podrían explicar los diferentes 
comportamientos que se observan bajo las mismas condiciones in vitro a 18ºC.  
Este nuevo sistema in vitro representa una ventaja para el estudio de mecanismos de 
ambas rutas de desarrollo embriogénicos, ya que permite el estudio comparativo de 
diferentes dinámicas celulares empleando las mismas condiciones de inducción. 
Estos estudios podrían contribuir a aclarar los mecanismos moleculares que subyacen 
en el proceso de la reprogramación de microsporas a embriogénesis, así como el 
establecimiento de un posible patrón de desarrollo en embriones. 
 
5.1.3 Mejoras en la eficiencia de germinación de embriones de polen y 
regeneración de plantas haploides/doble haploides 
Este trabajo ofrece dos aspectos novedosos en la regeneración de embriones 
derivados de microsporas. Por un lado, el desarrollo de un sistema nuevo de gran 
eficiencia en la germinación de embriones y su conversión a plantas adultas, así como 
también supone la producción de gran número de embriones de gran similitud 
fisiológica mediante dos protocolos de cultivo diferentes.  
La desecación controlada al aire junto con estrés a bajas temperaturas, son técnicas 
descritas para incrementar la frecuencia de germinación de embriones en Brassica 
napus (Kott and Beversdorf 1990, Anandarajah et al. 1991, Zhang et al. 2006). El 
tratamiento de frío de los embriones incrementa la frecuencia de germinación de 
embriones derivados de microsporas hasta un 90% (Zhang et al. 2006), sin embargo, 
la frecuencia del desarrollo de plántulas permanece alrededor del 50-80% (Zhou, 
Tang and Hagberg 2002, Gu, Hagberg and Zhou 2004).  
Se ha documentado que la desecación de embriones derivados de microsporas con o 
sin pre-tratamiento con ácido abcísico (ABA; 50 µM) incrementa la frecuencia de 
conversión en Brassica napus (Kott and Beversdorf 1990, Senaratna et al. 1991). La 
desecación de los embriones tiene un papel fundamental en la regulación de los 
Discusión 
312 
niveles endógenos de ABA, que afectan a los procesos de maduración y conversión 
(Kermode 1990).  
En este estudio, se ha empleado una combinación de desecación por aire seguido de 
la incubación de los embriones derivados de microsporas a 18ºC en oscuridad, lo que 
dio lugar a una germinación superior al 90%; según nuestro conocimiento, este 
tratamiento de germinación de embriones derivados de microsporas no se ha descrito 
anteriormente en el sistema de doble haploides de Brassica napus. Además, la eficiencia 
del trasplante y crecimiento de estas plántulas fue superior al 95%, para plantas 
haploides y doble haploides (Prem et al., 2011.Enviado).  
Estos resultados demuestran la similitud fisiológica entre los embriones producidos 
por ambos sistemas de inducción (32ºC y 18ºC). Los estudios dirigidos al desarrollo 
de protocolos altetRNAivos para la reprogramación de microsporas a embriogénesis, 
sólo destacan las similitudes morfológicas entre la embriogénesis de microsporas y la 
embriogénesis cigótica, sin embargo, no detallan la equivalencia fisiológica en 
términos de germinación y producción de plantas. 
 
En conclusión, los resultados obtenidos presentan una metodología novedosa para la 
inducción eficiente de la embriogénesis de microsporas en Brassica napus a 18ºC. En el 
nuevo sistema in vitro aquí presentado, las microsporas siguen de forma 
predominante una ruta de desarrollo con estructuras de tipo suspensor y un 
desarrollo similar al que se observa en la embriogénesis cigótica. Además, también se 
demuestra la alta eficiencia conseguida en la conversión de embriones derivados de 
microsporas hasta la producción de plantas adultas, a partir de un tratamiento 
inductor diferente. 
Estos datos abren nuevas perspectivas a la comprensión de la reprogramación celular 
y procesos de diferenciación, en cuanto a las similitudes y analogías observadas entre 
la embriogénesis cigótica y la embriogénesis de microsporas en el sistema modelo de 
Brassica napus. 
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5.2 OTRAS RESPUESTAS CELULARES AL ESTRÉS INDUCTOR DE 
EMBRIOGÉNESIS EN EL CULTIVO DE MICROSPORAS: MUERTE 
CELULAR PROGRAMADA 
 
La microspora, bajo condiciones de cultivo in vitro y mediante determinados 
tratamientos de estrés, puede cambiar su programa de desarrollo hacía una ruta de 
desarrollo embriogénico con la formación de embriones que darán lugar a plantas 
haploides o doble haploides (Chupeau 1998). Después del tratamiento de estrés in 
vitro, algunas microsporas responden a la inducción y cambian su ruta de desarrollo a 
embriogénesis, mientras que otras no son sensibles a la inducción y siguen rutas de 
desarrollo diferentes, todavía poco conocidas. Por ello, sabiendo que el descenso en 
la viabilidad de las microsporas en cultivo constituye una de las causas más 
importantes que afecta al rendimiento del cultivo de microsporas, en esta Tesis se 
evaluaron los niveles de muerte celular durante las primeras etapas del cultivo de 
microsporas de Brassica napus, por tratarse de las más susceptibles, analizándose 
además la posible implicación de procesos de muerte celular programada (MCP) 
durante el mismo. 
4.1.1 Las primeras etapas del cultivo in vitro de microsporas muestran altos 
niveles de muerte celular tras el tratamiento de estrés 
En comparación con otras especies, Brassica napus está considerada como modelo 
para la inducción de embriogénesis de microsporas por la eficacia de reprogramación 
de sus microsporas hacia una ruta embriogénica en respuesta al tratamiento de estrés. 
No obstante, se ha determinado que sólo un pequeño porcentaje de las microsporas 
que se ponen en cultivo, son capaces de producir embriones maduros, aunque este 
porcentaje, dado el elevado número de microsporas del que se disponen para los 
cultivos, supone la producción de una media de 795 embriones por cada placa Petri 
de cultivo. 
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El estudio realizado en este trabajo revela los elevados niveles de muerte celular que 
acompañan las primeras etapas del proceso de cultivo de microsporas en esta especie, 
hecho que compromete significativamente el rendimiento de la progresión del mismo 
y en la obtención de embriones. 
La citoquímica con “Azul de Evans”, marcador de células muertas, muestra un 
incremento progresivo en el número de éstas con el desarrollo del cultivo in vitro, 
siendo el aislamiento de las microsporas para su puesta en cultivo y el tratamiento de 
estrés, las etapas donde se produce un mayor índice de muerte celular (Fig. 4.91).  
En el desarrollo in vivo las microsporas se encuentran rodeadas de tejidos somáticos 
de la antera dentro de las yemas florales, que protegen a las microsporas de 
agresiones externas, pero también dificultan el proceso de extracción. Por este 
motivo el aislamiento de microsporas de las yemas florales constituye uno de los 
pasos críticos en el cultivo de microsporas, ya que una extracción poco eficaz, 
disminuye el número de microsporas puestas en cultivo y por lo tanto, el número de 
embriones obtenidos. Por ello, los procesos de aislamiento de microsporas de las 
yemas florales son procedimientos agresivos encaminados a la obtención de altos 
rendimientos en la extracción de microsporas. En nuestro caso, la extracción de 
microsporas de la antera se llevó a cabo mediante la rotura mecánica de los botones 
florales en un mortero de porcelana con medio NLN-13. Con objeto de disminuir la 
muerte celular durante la extracción, todo el proceso se llevó a cabo a 4ºC, 
empleando material previamente preenfriado. Sin embargo, los datos obtenidos en el 
estudio con “Azul de Evans”, mostraron un nivel de muerte celular del 35% de las 
microsporas después del aislamiento y antes de su puesta en cultivo. Este hecho 
compromete de forma importante la evolución y eficacia posterior del mismo, ya que 
las microsporas que mueren durante el aislamiento y los lavados previos a la puesta 
en cultivo, acompañan en el proceso a las microsporas viables afectando al programa 
de desarrollo de las mismas.  
Cultivos de microsporas de otras especies como cebada incluyen un paso previo para 
separar las microsporas del resto de células y tejidos procedentes de las espigas, 
mediante el empleo de un gradiente de sacarosa (Rodríguez-Serrano et al., 2011, 
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J.Exp.Bot.In press) Este procedimiento, aunque también separa muchas células 
muertas, no elimina una importante fracción de microsporas que mueren antes de su 
puesta en cultivo, habiéndose determinado un 32% de muerte celular tras el 
aislamiento en cultivos de microsporas de cebada (Rodríguez-Serrano et al., 2011, 
J.Exp.Bot.In press).  
Los resultados obtenidos tras los primeros 4 días de cultivo indican que las 
microsporas en esta etapa son más susceptibles de sufrir muerte celular que en etapas 
posteriores. Trabajos previos de nuestro grupo, indicaron diferentes rutas de 
desarrollo que pueden seguir las microsporas de Brassica napus en respuesta al estrés 
inductor (Satpute et al., 2005).  
Numerosos trabajos han analizado diferentes aspectos del desarrollo embriogénico in 
vitro de microsporas inducido por estrés (Cordewener et al. 1995, Yeung et al. 1996, 
Seguí-Simarro 2001, Segui-Simarro et al. 2003, Segui-Simarro et al. 2005), sin 
embargo, los programas de desarrollo seguidos por las microsporas que no 
responden al tratamiento inductor no han sido estudiados en profundidad, por lo que 
hay pocos datos disponibles (Satpute et al. 2005) 
 
Se ha observado que algunas microsporas bloquean su desarrollo y/o mueren 
inmediatamente, mientras que otras pueden seguir un desarrollo similar al 
gametofítico (“gametophytic-like”) sufriendo una división asimétrica del núcleo hasta 
alcanzar una etapa con analogías al polen maduro a los 4-5 días del cultivo, momento 
en el que se para su desarrollo y mueren (Satpute et al. 2005, Hosp et al. 2007). Otras 
microsporas son efectivamente inducidas y cambian su programa de desarrollo hacia 
una ruta embriogénica con una serie de divisiones simétricas para la formación de 
estructuras multicelulares todavía rodeadas de la exina o proembriones jóvenes. Esto 
significa que las primeras etapas del cultivo de microsporas, se caracterizan por una 
población muy heterogénea. 
Trabajos recientes indican que los niveles de tolerancia a estrés, juegan un papel 
importante en la embriogénesis y podrían ser considerados como un factor que 
afecta a la eficiencia final del proceso (Zur et al. 2009). 
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Los primeros días a 32ºC suponen una etapa fundamental en la que la microspora se 
debate entre dos procesos de desarrollo diferentes. El choque térmico a 32ºC y el 
cultivo en medio líquido, desprotegidas de la antera, sitúan a las microsporas en 
condiciones de elevado estrés, lo que puede conducir a muerte celular. Las 
consecuencias del aislamiento y el estrés en las microsporas dependen de múltiples 
factores, aún poco conocidos. Parte de las microsporas que son sometidas al estrés 
inductor se reprograman a embriogénesis, mientras que otras no consiguen equilibrar 
el daño producido por el tratamiento e inician un programa de muerte celular. Según 
nuestros resultados, a los 8 días de cultivo, sólo un 35% de las microsporas que 
iniciaron el cultivo están vivas y por lo tanto, serán las que puedan dar lugar a un 
embrión maduro. 
 
El conocimiento de las rutas no embriogénicas que suceden en el cultivo y su 
dinámica temporal, ayudaría a diseñar estrategias con posibles bloqueante de esas 
rutas en etapas definidas que hicieran disminuir los niveles de muerte celular en el 
cultivo, incrementando el número de microsporas vivas y por lo tanto, capaces de 
originar embriones haploides. Los datos obtenidos en esta Tesis aportan información 
nueva sobre las respuestas no embriogénicas de la microspora en cultivo. 
 
5.2.1 La muerte celular en las primeras etapas del cultivo de microsporas 
presenta actividad tipo caspasa.  
Se han descrito diferentes tipos de estrés para la inducción de embriogénesis de 
microsporas, en función de la especie vegetal. Así, en Brassica napus, especie empleada 
en este trabajo, el estrés inductor consistió en una incubación a 32ºC hasta la 
aparición de los primeros embriones globulares.  
Según los altos niveles de muerte celular detectados durante las primeras etapas del 
desarrollo del cultivo en nuestro estudio con Azul de Evans, se analizó la posible 
implicación de procesos de muerte celular programada (MCP) mediante la 
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determinación de la localización y actividad de la enzima caspasa 3, una de las 
enzimas efectoras implicada en procesos de MCP.  
La MCP se ha descrito durante la progresión de varios procesos de desarrollo in vitro 
como la embriogénesis somática (Petrussa et al. 2009) y la transición de embrión 
globular a embrión torpedo en la embriogénesis del polen en cebada (Maraschin et al. 
2005). Sin embargo, no hay estudios sobre los fenómenos de MCP durante las 
primeras etapas de cultivos de microsporas en relación al tratamiento de estrés, a 
excepción de un reciente trabajo de nuestro grupo en cebada cebada (Rodríguez-
Serrano et al., 2011, J.Exp.Bot.In press).  
Trabajos recientes describen fenómenos de apoptosis inducida mediante estrés 
bióticos o abióticos como infección de patógenos o stress por calor, especialmente 
en cultivos in vitro de células en suspensión (Reape and McCabe 2010).  
 
En esta Tesis se ha identificado por primera vez la participación de enzimas con 
actividad tipo caspasa 3 en las primeras etapas del cultivo de microsporas de Brassica 
napus.  
Tras confirmar la especificidad del anticuerpo frente a la forma activa de caspasa 3 en 
el material de estudio mediante “Western Blot” (Fig.4.97) se llevó a cabo la 
monitorización de la localización de caspasa 3 mediante inmunofluorescencia, 
durante las primeras etapas del cultivo de microsporas.  
Los resultados obtenidos indican que tras el aislamiento no hay presencia de caspasa 
3 en el citoplasma de las microsporas en cultivo. A los 4 días del tratamiento 
inductor, ya se puede observar algunas estructuras multicelulares embriogénicas 
frente a otras microsporas que no han dividido. En esta población heterogénea, se 
observa que las microsporas que no han respondido al estrés inductor presentan una 
señal citoplásmica fluorescente indicativa de la presencia de caspasa 3 activa (Fig.4.98 
y 4.99) mientras que aquellas que se han reprogramado hacia la ruta embriogénica, no 
presentan señal fluorescente indicando la ausencia de la forma activa de esta enzima 
en este tipo de estructuras.  
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El análisis en detalle del transcriptoma y proteoma de microsporas inducidas y 
proembriones derivados de microsporas de Brassica, demuestra la ausencia de 
expresión de proteínas relacionadas con MCP en estas estructuras (Joosen et al. 2007, 
Malik et al. 2007). Según (Maraschin et al. 2006), la inducción a embriogénesis 
mediante estrés está marcado por la regulación de transcritos implicados en varias 
rutas metabólicas incluyendo la inhibición de MCP, señalando que dicha regulación 
es específica para microsporas embriogénicas y no ocurre en el desarrollo de granos 
de polen de forma natural.  
Nuestros datos indican que las estructuras embriogénicas no muestran presencia 
citoplásmica de caspasa 3 frente a aquellas otras que no responden al estrés inductor, 
lo cual apoya la idea de que el inicio de la embriogénesis implica la inhibición del 
programa de MCP. (Varnier, Jacquard and Clement 2009) señala la gran importancia 
de que el tratamiento inductor detenga el programa de MCP en la microspora para 
evitar que éste dificulte la eficiencia de la respuesta embriogénica de las microsporas. 
 
Las caspasas son las enzimas ejecutoras del proceso de apoptosis en células animales. 
Sin embargo, en el genoma de plantas no se ha encontrado hasta el momento 
secuencias homólogas de caspasas, pero se han observado varias proteínas con 
actividad tipo caspasa, llamadas metacaspasas (Uren et al. 2000), las cuales no son 
inhibidas por inhibidores de caspasa (Bonneau et al. 2008) lo que sugiere la existencia 
de otras enzimas con actividad tipo caspasa en plantas. Sin embargo, estudios 
recientes han demostrado la implicación de metacaspasas durante la embriogénesis 
del abeto noruego y en procesos de MCP inducida en Arabidopsis (Reape and 
McCabe 2010). 
 
El ensayo de actividad enzimática caspasa 3 llevado a cabo en nuestro estudio, 
proporcionó los niveles de actividad caspasa 3 más elevados a los 4 días del inicio del 
cultivo, sugiriendo que las microsporas que no responden al estrés inductor de 
embriogénesis, inician rutas que cursan con procesos de MCP dependiente de 
actividad tipo caspasa. La drástica disminución de esta actividad enzimática a los 8 
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días de cultivo, indica que la actividad "caspasa 3-like" ha terminado, apoyando la 
idea de que la actuación puntual de la enzima caspasa 3 en los procesos de MCP no 
es prolongada, como ya se indicó en el apartado sobre MCP del tapetum en esta 
Memoria. Asimismo, el empleo de inhibidores específicos de caspasa 3, provocó la 
inhibición de la actividad tipo caspasa 3 detectada en el ensayo, demostrando la 
especificidad del mismo. 
  
En resumen, nuestros resultados revelan la existencia de una proteína con “actividad 
caspasa 3-like”, que es reconocida por el anticuerpo “anti-cleaved caspasa 3” y cuya 
actividad es inhibida mediante el empleo de inhibidores específicos de caspasa 3.  
Estos datos sugieren que la muerte celular detectada mediante la tinción con “Azul 
de Evans”, podría deberse, a procesos de MCP dependientes de caspasa, 
desencadenados por el tratamiento de estrés inductor de embriogénesis.  
 
La identificación de marcadores de procesos de MCP como enzimas caspasas, 
durante las primeras etapas del desarrollo del cultivo, aporta un mayor conocimiento 
de las rutas que siguen las microsporas que no son inducidas, proporcionando 
posibles vías de controlar este tipo de muerte mediante el empleo de inhibidores de 
MCP e incrementar la viabilidad de las microsporas en cultivo. No obstante, serán 
necesarios nuevos estudios que incluyan otros marcadores de MCP que ayuden a 
comprender los mecanismos que subyacen a la respuesta celular al tratamiento de 
estrés inductor de embriogénesis.  
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5.3 MARCADORES TEMPRANOS DE EMBRIOGÉNESIS DE POLEN  
 
Durante la inducción a embriogénesis, se producen en la microspora una serie de 
cambios a distintos niveles, que generan varias respuestas celulares. En un mismo 
cultivo, células sometidas a idénticas condiciones, responden a la inducción, 
reprogramando su expresión génica hacía embriogénesis y junto a ellas, hay otras que 
no responden. La determinación de marcadores que ayuden a identificar las 
microsporas reprogramadas a embriogénesis del resto, es un objetivo de gran interés 
para evaluar la eficacia de la inducción. 
 
La búsqueda de marcadores moleculares y celulares durante la inducción y primeras 
etapas del proceso de embriogénesis constituye un importante objetivo para la 
identificación temprana de células reprogramadas a embriogénesis, frente a aquellas 
que no responden al estrés inductor. Asimismo, también son importantes 
herramientas para la identificación de los procesos metabólicos implicados en la 
inducción y su monitorización.  
 
En esta Tesis, se han caracterizado una serie de marcadores celulares del proceso, en 
dos especies de interés económico características muy diferentes, Olea europaea, 
especie leñosa de elevado interés por su calidad oleaginosa, difícil de mejorar y 
transformar y Brassica napus, herbácea de interés hortícola, considerada especie 
modelo para estudios de embriogénesis de polen.  
 
5.3.1 Marcadores celulares que diferencian las rutas de desarrollo gametofítico 
y embriogénico del polen 
Se han descrito una serie de cambios en las actividades celulares y organización 
estructural de los compartimentos subcelulares, que acompañan al proceso de 
reprogramación del polen en algunas herbáceas y leñosas (Barany et al. 2005, Segui-
Simarro et al. 2006, Solis et al. 2008). Estos datos, aportan información sobre los 
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cambios fisiológicos implicados en el proceso de la reprogramación y la identificación 
de marcadores de competencia embriogénica. 
 
Brassica napus y Olea europaea son ejemplos representativos de una especie modelo, 
fácilmente inducible y una especie recalcitrante, en términos de su respuesta a 
tratamientos de estrés inductores de embriogénesis. 
La elección del olivo para este estudio se debe al gran interés que supone la 
embriogénesis de microsporas como método rápido de obtención de haploides. 
El desarrollo de un método adecuado para la inducción mediante tratamientos de 
estrés de microsporas aisladas en diferentes variedades de olivo (Bueno et al. 2005, 
Solis et al. 2008), supone un gran avance metodológico y un paso crucial para la 
producción de plantas haploides a partir de estructuras derivadas de embriogénesis 
de polen. En este trabajo, como un primer paso, se ha determinado la fase óptima de 
la microspora para la inducción a embriogénesis, así como también se han obtenido 
proembriones multicelulares a partir de microsporas de olivo. Estos resultados, en 
una especie recalcitrante como el olivo, representa un avance sustancial hacía la 
producción de embriones haploides en esta especie.  
Las estructuras multicelulares obtenidas a partir de microsporas de olivo representan 
el primer paso hacia la producción de embriones haploides en esta especie.  
En los sistemas del olivo y colza, se han caracterizado además, marcadores celulares 
de etapas tempranas de la embriogénesis. 
 
El estudio comparativo realizado en esta Tesis Doctoral, entre los cambios celulares 
específicos que acompañan al desarrollo gametofítico in vivo de la microspora y 
aquellos observados en las células reprogramadas a embriogénesis, desarrollado en 
paralelo en los dos sistemas vegetales mencionados, ha permitido la identificación de 
una serie de marcadores de las primeras etapas del proceso de embriogénesis en 
relación a procesos de proliferación y diferenciación, comunes en ambas especies, lo 
cual indicaría mecanismos similares, que subyacen al proceso de inducción a 
embriogénesis de ambas especies. 
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La presencia de células con tamaño y arquitectura celular similar, núcleos con una 
organización estructural idéntica, engrosamiento de la pared localizada debajo de la 
exina, ausencia de depósitos de almidón en el citoplasma y presencia de paredes 
internas que tabican el citoplasma, son algunos de los marcadores de embriogénesis 
identificados.  
 
5.3.1.1 Marcadores del desarrollo gametofítico 
Tamaño y arquitectura celular diferente. 
La división asimétrica de la microspora para dar lugar al polen bicelular, constituye 
un punto clave en el proceso de diferenciación del polen (Twell, Park and Lalanne 
1998). Tras este tipo de división, se forman dos células muy diferentes entre sí, la 
célula vegetativa y la célula generativa, confinadas en la pared original de la 
microspora. Nuestros resultados muestran la diferente estructura, tamaño y 
organización que presentan ambos tipos celulares, en las dos especies de estudio, 
colza y olivo, siendo la división asimétrica uno de los sucesos que determina este 
diferente patrón de desarrollo. 
La célula vegetativa ocupa la mayor parte del volumen del grano de polen, mientras 
que la generativa es más pequeña y está incluida en el citoplasma de la anterior. El 
citoplasma vegetativo es rico en todo tipo de orgánulos que van aumentando en 
número durante la maduración del grano de polen, al tiempo que se reabsorbe la 
vacuola que ocupaba gran parte de ese citoplasma (Martin, Risueño and Sogo 1970, 
Sanger and Jackson 1971). Así, los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia 
con anti-RNA indicaron una abundante población ribosómica en el citoplasma de la 
célula vegetativa. Esta organización estructural específica responde a la característica 
actividad metabólica del polen durante su proceso de maduración que incluye una 
elevada actividad biosintética y de almacenamiento proteico y energético 
En cambio, la célula generativa presenta una fina capa de citoplasma con pocas 
mitocondrias, ribosomas, retículo endoplásmico disperso y dictiosomas (Burgess 
1970, Sanger and Jackson 1971). 
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En la etapa de polen bicelular, se observa que la nueva pared resultante de la división, 
envuelve a la célula generativa, debido a que en la división asimétrica ocurre la 
formación de una placa celular curvada, que es mediada por un sistema de 
microtúbulos que se extienden desde el núcleo de la futura célula generativa 
(Vanlammeren et al. 1985, Vanaelst and Vanwent 1992, Terasaka and Niitsu 1990). 
En etapas sucesivas del proceso de maduración del polen, la célula generativa migra 
desde su posición inicial periférica, en contacto con la pared del polen, hacia el 
interior del grano de polen. Este proceso está acompañado de un cambio en la forma 
de la célula generativa que en la fase de madurez adopta un perfil fusiforme (Martin, 
Risueño and Sogo 1970). 
Estas diferencias, son el resultado de una estricta regulación génica (Mascarenhas 
1992)(McCormick et al., 1991;Mascarenhas, 1992) dirigida a la diferenciación del 
grano de polen.  
 
La diferente morfología y organización estructural que presentan la célula vegetativa 
y generativa, determinan un marcador diferencial de la ruta de desarrollo gametofítico 
en diferentes especies vegetales. 
 
Diferente posición y organización estructural del núcleo. 
El programa gametofítico dirige la formación de un núcleo vegetativo y otro 
generativo de características muy diferentes, en términos de tamaño, forma, grado de 
condensación cromatínica y actividad transcripcional.  
La caracterización citoquímica llevada a cabo en nuestro trabajo en el polen bicelular 
de colza y olivo, mostraron claramente esta diferente organización estructural de los 
núcleos. 
 
El núcleo de la microspora vacuolada se mantiene en una posición periférica hasta 
que comienza la división (Bedinger 1992, Sylvester 2000). Después de la división, el 
núcleo generativo se localiza en la periferia de la célula, en contacto con la pared del 
polen, la exina, mientras que el núcleo vegetativo se localiza en el centro de la célula. 
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En estadios más avanzados del proceso de maduración, la célula generativa migra al 
centro del grano de polen hasta situarse próximo al núcleo de la célula vegetativa. 
 
Nuestros resultados mostraron que el núcleo de la célula generativa del polen 
bicelular es de pequeño tamaño y presenta una cromatina muy condensada, 
relacionada con muy baja o ninguna actividad transcripcional (Martin et al. 1970, 
McCormick 1993, Testillano et al. 1995). Existen datos de la presencia de histonas 
especiales exclusivas del núcleo generativo (gH2B y gH3), que pueden ser 
responsables de la gran condensación de la cromatina de dichos núcleos (Ueda and 
Tanaka 1995).  
Por otra parte el núcleo vegetativo, de mayor tamaño, presenta una cromatina muy 
descondensada, con un nucleolo muy prominente, asociado a su alta actividad 
transcripcional durante la maduración del polen (Martin et al. 1970, McCormick 
1993, Testillano et al. 1995).  
Esta variación en el patrón de condensación de la cromatina refleja diferentes estados 
de actividad de ambas células, relacionados con sus diferentes funciones durante la 
maduración y germinación del polen. La célula vegetativa presenta una elevada 
actividad biosintética de la maquinaria de formación del tubo polínico (Mascarenhas 
1975)(Risueño, 1990;Mascarenhas, 1975;Testillano and Risueño, 1998), mientras que 
la célula generativa está inactiva, en espera de la segunda mitosis del polen que 
origina las dos células espermáticas o gametos. 
De manera que la división asimétrica de los núcleos constituye un buen marcador del 
desarrollo gametofítico del polen en las dos especies de estudio.  
 
Presencia de almidón  
Los resultados obtenidos en la citoquímica de almidón, indicaron una progresiva 
acumulación de depósitos de almidón durante el desarrollo gametofítico de colza y 
olivo, cuyo número y tamaño se ve aumentado con la maduración de los granos de 
polen. 
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El almidón constituye junto con las gotas lipídicas una de las reservas energéticas más 
universales entre las células vegetales. Los granos de polen, durante etapas concretas 
de su diferenciación y dependiendo de la especie, almacenan importantes cantidades 
de almidón y lípidos (Coronado 2002). 
El desarrollo de plastidios y acumulación de almidón constituye una característica 
diferencial durante la formación del polen en muchas especies (Franchi et al. 1996). 
En algunas especies, las reservas de carbohidratos del polen maduro no son en forma 
de gránulos de almidón, sino en forma de polisacáridos citoplásmicos, especialmente, 
sacarosa (Franchi et al. 1996, Pacini 1996). 
 
Nuestros resultados indicaron que la acumulación de almidón acompaña la 
progresión del desarrollo gametofítico, dando lugar a la formación de un polen 
bicelular con alto contenido en almidón.  
En base a esto, la presencia de depósitos de almidón constituye un buen marcador 
del desarrollo gametofítico en las dos especies de estudio. 
 
5.3.1.2 Marcadores de embriogénesis 
Tras el estrés inductor de embriogénesis, las microsporas reprogramadas bloquean el 
programa de diferenciación del polen e inician un proceso de proliferación que viene 
dado por una serie de características que difieren de las señales propias de la división 
asimétrica que ocurre en el desarrollo gametofítico. 
 
Tamaño y arquitectura celular similar 
A diferencia de lo que ocurre en el desarrollo gametofítico, la microspora 
reprogramada a embriogénesis sufre una división simétrica que da lugar a dos células 
hijas de tamaño y organización estructural idéntica. 
 
Nuestros resultados mostraron que la organización estructural cambia 
inmediatamente tras la reprogramación de la ruta embriogénica. Así, las células 
embriogénicas presentan citoplasmas menos densos, con un menor número de 
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orgánulos, pero abundante población ribosómica, característico de una elevada 
actividad transcripcional, propio de células proliferantes. Además, estas células 
presentaron pequeñas vacuolas dispersas por todo el citoplasma.  
 Esta organización es típica de células en proliferación con un ciclo celular corto en el 
que la mayor parte de la actividad metabólica se dirige a la duplicación de orgánulos y 
biosíntesis de la maquinaria de división (Testillano et al. 1994a, Testillano et al. 
1993)(Testillano et al., 1993a;Testillano et al., 1994a).  
 
El tamaño y organización estructural similar es un marcador del proceso de 
inducción a embriogénesis, que permitirá diferenciar entre microsporas que 
reprogramaron su ruta y las que no. 
 
Núcleos con organización estructural idéntica 
Nuestros resultados revelaron que las microsporas reprogramadas a embriogénesis en 
las dos especies de estudio, sufren una primera división simétrica con el resultado de 
dos núcleos con una organización estructural idéntica.  
Esta división simétrica de la microspora es la primera evidencia morfológica de la 
ruta embriogénica, opuesto a lo que ocurre durante la primera mitosis del desarrollo 
gametofítico (Zaki and Dickinson 1991). No obstante, la observación en nuestro 
trabajo de proembriones derivados de microsporas de olivo con varios núcleos 
idénticos entre sí, es indicativo además, de la correcta evolución de la ruta 
embriogénica de las microsporas reprogramadas. Este dato en una especie como el 
olivo, representa el primer paso hacia la producción de embriones haploides en esta 
especie.  
En etapas muy tempranas del desarrollo embriogénico, en la microspora vacuolada 
inducida a embriogénesis, el núcleo comienza a prepararse para la división celular y se 
desplaza hacia una posición central y el citoplasma sufre una reorganización 
estructural (Touraev et al. 1996a, Touraev et al. 1996b, Zaki and Dickinson 
1990)(Rodríguez and Risueño, 1978;Touraev et al., 1996a;Touraev et al., 1996b;Zaki 
and Dickinson, 1990). Tras la reorganización del citoesqueleto la microspora sufre la 
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división simétrica, característica específica de células activadas mitóticamente (Dubois 
et al. 1991, Kranz, Vonwiegen and Lorz 1995). 
Como consecuencia, la organización estructural de los núcleos en las primeras 
divisiones embriogénicas, se caracteriza por la posición central de los núcleos en las 
células hijas, con un tamaño y patrón de cromatina idénticos entre sí. Se trata de un 
patrón de cromatina descondensado con escasas masas de cromatina condensada, 
similar al encontrado en células proliferantes y en la fase de desarrollo de microspora 
vacuolada, pero muy diferente del observado en el núcleo vegetativo y generativo del 
grano de polen bicelular detectada en núcleos en interfase de células en ciclo de 
división (González-Melendi et al., 1998). 
 La presencia de patrones de cromatina idénticos entre las diferentes células que 
componen los proembriones derivados de microsporas, sugiere que todas ellas se 
encuentran en una fase proliferativa análoga, que constituiría la etapa inicial de la 
embriogénesis. 
Por otro lado, la elevada población ribosomal en el citoplasma de proembriones 
derivados de microsporas, tal y como revela la inmunofluorescencia con anti-RNA, 
constituye un dato adicional de la elevada actividad metabólica de estas células en 
proliferación (Mena et al. 1994). 
 
El desarrollo embriogénico genera por lo tanto una organización cromatínica 
característica y notablemente distinta a la que presentan aquellos granos de polen que 
no son reprogramados a embriogénesis, por lo que constituye un marcador muy útil 
de las microsporas que han cambiado su programa de desarrollo a embriogénesis. 
 
Ausencia de depósitos de almidón. 
Los resultados obtenidos en ambas especies indicaron la ausencia de depósitos de 
almidón en el citoplasma de las estructuras multicelulares o proembriones derivados 
de microsporas. Sin embargo, aquellas otras microsporas que no respondieron al 
tratamiento inductor, presentaron un alto contenido en almidón en sus citoplasmas. 
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(Telmer, Newcomb and Simmonds 1995, Touraev et al. 1996c) ya indicaron la 
ausencia de almidón en células embriogénicas de Brassica napus y Nicotiana tabacum, 
respectivamente.  
Esta ausencia de depósitos de almidón en la primeras estructuras multicelulares, se 
debe a que con la reprogramación a embriogénesis in vitro, la microspora abandona el 
proceso de desarrollo gametofítico normal, bloqueando este programa y con ello, la 
acumulación de gránulos de almidón.  
Asimismo, trabajos previos del grupo realizados en Brassica napus, indicaron que las 
microsporas no inducidas con gran acumulación de almidón en su citoplasma, de 
manera análoga al polen maduro desarrollado in vivo, siguen una ruta denominada 
“gametophytic like” (Satpute et al. 2005). La identificación de un comportamiento 
similar en olivo, supone un dato muy interesante en el avance del conocimiento del 
sistema de inducción de embriogénesis en esta especie, ya que permitirá diferenciar 
fácilmente las microsporas reprogramadas de las que no.  
Recientemente se ha identificado el papel del almidón en el destino celular del polen 
en microsporas de pimiento (Barany et al. 2010a) y de cebada (Maraschin et al. 2006) 
inducidas a embriogénesis, donde los genes implicados en la biosíntesis y 
acumulación de almidón están reprimidos, mientras que aquellos genes implicados en 
la rotura de almidón y sacarosa esta inducidos (Maraschin et al. 2006). 
 
Por lo tanto, la ausencia de depósitos de almidón en el citoplasma de las microsporas 
reprogramadas constituye un marcador temprano óptimo del proceso de 
embriogénesis en ambas especies. 
 
Presencia de pared engrosada entre la exina y el citoplasma. 
Las microsporas reprogramadas a embriogénesis presentan una pared engrosada 
entre la exina y el citoplasma. Esta característica se observó en las dos especies 
empleadas en el estudio, olivo y colza. 
Trabajos anteriores han propuesto la presencia de estas paredes gruesas en fases 
determinadas del desarrollo de la embriogénesis de microsporas, embriogénesis 
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somática y organogénesis como marcadores moleculares de estos procesos 
(González-Melendi et al. 1995, Fortes et al. 2002, Ramirez et al. 2004, Ramirez et al. 
2003, Barany et al. 2005). Asimismo, se ha sugerido que esta capa engrosada presenta 
la finalidad de crear un ambiente adecuado para favorecer la progresión de la ruta 
embriogénica Fortes et al. 2002). 
 
Este engrosamiento de la pared en las microsporas que reprograman su ruta a 
embriogénesis tras el tratamiento inductor, se detectó mediante la tinción con 
Calcofluor White, método citoquímico preferencial para componentes celulósicos 
(Galbraith 1981), indicado para evaluar cultivos embriogénicos de microsporas 
mediante citometría de flujo (Schulze and Pauls 2002). Nuestros resultados sugieren 
que tras la inducción a embriogénesis, se produjo un cambio en la estructura, 
organización y/o la cantidad de los componentes celulósicos de estas paredes 
celulares localizadas debajo de la exina, de tal manera que aumentan su grosor y 
adquieren una diferente reactividad frente a la tinción con Calcofluor, respecto a 
aquellas otras células no inducidas. 
 
Durante los procesos de desarrollo, la estructura y los componentes de la pared 
celular cambian (Catoire et al. 1998, Willats et al. 2001a, Somerville et al. 2004); así, se 
han encontrado algunos marcadores moleculares de embriogénesis somática y 
organogénesis en paredes celulares (Fortes et al. 2002, Fry et al. 1993).  
Por otro lado, también se han descrito diferencias en la presencia y abundancia de 
varios componentes de la pared celular durante los procesos de diferenciación y 
embriogénesis en algunas herbáceas y leñosas (Ramirez et al. 2003, Ramirez et al. 
2004, Barany et al. 2005).  
 
La obtención de resultados comunes en dos especies tan diferentes como olivo y 
colza, convierte la tinción citoquímica de semifinos con Calcofluor en una técnica 
muy fiable y conveniente para diferenciar microsporas inducidas a embriogénesis y 
proembriones derivados de microsporas, actuando como un marcador temprano del 
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proceso de reprogramación, que proporciona una intensa marca fluorescente en la 
gruesa pared localizada debajo de la exina. 
No obstante, será necesario realizar nuevas investigaciones para determinar los 
componentes y su patrón de distribución en estas paredes con reactividad positiva a 
la tinción con Calcofluor, de las microsporas inducidas y los proembriones derivados 
de microsporas.  
 
Además, en el caso del olivo, se detectó la presencia de un alto contenido de pectinas 
no esterificadas en la pared engrosada localizada debajo de la exina de las 
microsporas reprogramadas.  
Las pectinas son el componente mayoritario de las paredes, se trata de polisacáridos 
de gran complejidad, cuya modificación por la enzima pectinmetilesterasa (PME), 
actúa regulando la estructura y la rigidez de la pared celular.  
El patrón de localización y nivel de esterificación de pectinas observado en 
proembriones de olivo, aun rodeados de la exina, presenta similitudes y diferencias 
con otros sistemas vegetales. 
En sistemas proliferativos como meristemos radiculares y proembriones jóvenes 
derivados de microsporas de especies herbáceas como pimiento, cebada, maíz y 
tabaco, hay una elevada presencia de pectinas esterificadas en las paredes celulares, 
hecho que se ha sugerido como característica asociada a actividad proliferativa 
(Ramirez et al. 2003, Ramirez et al. 2004). Nuestros resultados en colza confirman la 
relación entre la actividad proliferativa y la presencia de pectinas altamente 
esterificadas observada en estos trabajos. La dinámica de esterificación de pectinas en 
colza durante la embriogénesis del polen, se detalla en el apartado 5.4 de esta Tesis. 
 
En contraste, los resultados obtenidos en la inmunocitoquímica realizada en olivo 
con el anticuerpo Jim 5, revelaron la ausencia de pectinas esterificadas en las paredes 
engrosadas localizadas debajo de la exina y en las paredes divisorias internas que 
tabican el citoplasma de los proembriones de olivo. No obstante, trabajos anteriores 
realizados en otras especies arbóreas como Quercus suber y Citrus clementina revelaron 
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un patrón de esterificación de pectinas en las paredes celulares de proembriones 
jóvenes derivados de microsporas, similar al encontrado en olivo en esta Memoria 
(Ramirez et al. 2003, Ramirez et al. 2004). 
Sin embargo, se necesitan más investigaciones para establecer si la ausencia de 
pectinas esterificadas en las primeras fases de la embriogénesis de microsporas podría 
estar asociada con la baja tasa de actividad proliferativa de los proembriones en las 
especies leñosas, que presentan un desarrollo mucho más lento (varios meses) que las 
herbáceas (20-30 días). 
 
Composición diferencial de paredes durante la progresión de la embriogénesis. 
Además de los marcadores de inducción embriogénesis señalados, nuestros 
resultados mostraron signos de una correcta progresión de embriogénesis de las 
microsporas reprogramadas, como la presencia de paredes internas divisorias que 
tabican el citoplasma en una posición central dando lugar a dos células hijas de 
tamaño similar. 
 
Estas paredes recién formadas presentan una composición diferencial similar a la 
composición de la pared engrosada localizada debajo de la exina de las microsporas 
inducidas, descrita previamente.  
La reactividad positiva de estas paredes a la tinción con Calcofluor, señaló su alto 
contenido en celulosa. No obstante, los estudios realizados en proembriones de 
Brassica napus, procedentes de etapas más avanzadas en el desarrollo, mostraron una 
señal disminuida en la tinción con Calcofluor, señalando que la reactividad positiva a 
esta tinción es sólo marcador de las primeras etapas de la progresión del proceso de 
embriogénesis.  
Además, en el caso del olivo, estas paredes internas divisorias presentan un alto 
contenido en pectinas no esterificadas tal y como se observó en la pared engrosada 
de las microsporas reprogramadas. 
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La presencia de este tipo de paredes sólo se ha descrito en algunos sistemas 
(González-Melendi et al. 1995, Ramirez et al. 2003, Ramirez et al. 2004, Barany et al. 
2005). Este dato en la especie del olivo, es indicativo de un evento más avanzado en 
el proceso de embriogénesis de microsporas, lo que supone un gran progreso en la 
estandarización de sistemas de inducción de embriogénesis eficientes en esta especie. 
Por otro lado, el hecho de que Brassica napus, presente también este tipo de 
tabicación, sugiere que se trata de una característica común a ambos sistemas, de 
manera que puede ser un buen marcador de la correcta progresión de embriogénesis 
de las microsporas que respondieron al estrés inductor. 
 
Finalmente, los resultados que aquí se presentan, proporcionan nuevos datos sobre 
los eventos moleculares y celulares asociados con la reprogramación de microsporas 
a embriogénesis, de los que no hay mucha información. Este conocimiento, en una 
especie arbórea de tanto interés económico como el olivo, podría guiar futuras 
estrategias para inducir la reprogramación y embriogénesis dirigida a la mejora del 
rendimiento de producción y regeneración de embriones derivados de microsporas y 
plantas. 
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5.4 LA ESTERIFICACIÓN DE PECTINAS Y LA EXPRESIÓN DE 
PECTINMETILESTERASA (PME) ESTÁN REGULADOS DURANTE EL 
DESARROLLO Y EMBRIOGÉNESIS DEL POLEN 
 
Diferentes trabajos han estudiado la pared celular estableciendo modelos 
esquemáticos de la estructura de la misma y la organización de los oligosacáridos que 
la componen, pero se ha demostrado que estos modelos no pueden ser aplicados a 
todas las paredes celulares primarias ni a las originadas en los diversos procesos de 
desarrollo en plantas (Knox 2008). Por esta razón, los trabajos sobre el desarrollo o 
configuración de polímeros específicos de la pared celular son de gran interés para 
comprender el significado funcional de los cambios de la pared celular. Las técnicas 
inmunocitoquímicas mediante el empleo de un amplio rango de anticuerpos 
desarrollados frente a epítopos de la pared celular, están entre los mejores métodos 
para el análisis de la diversidad de los componentes de la pared celular in situ y las 
configuraciones macromoleculares que ocurren durante el desarrollo vegetal (Knox 
2008).  
En esta Tesis se han aplicado técnicas de detección molecular e in situ a programas de 
desarrollo del polen, en los cuales tienen lugar procesos de proliferación y 
diferenciación.  
 
5.4.1 Los componentes de la pared celular son marcadores de la 
reprogramación de la microspora a embriogénesis  
Las pectinas se sintetizan en el Golgi y se segregan a la pared como polímeros 
altamente esterificados. Su desesterificación es un proceso clave que modula sus 
propiedades estructurales, ya que se pueden unir iones de calcio formando puentes 
entre las capas pépticas que aumentan la rigidez de la pared celular. Nuestros 
resultados muestran diferencias en el patrón de distribución y en la proporción de 
pectinas esterificadas y no esterificadas durante los dos programas de desarrollo del 
polen (desarrollo gametofítico y embriogénico).  
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El análisis comparativo de los cambios en la esterificación de pectinas en la pared 
celular durante el desarrollo gametofítico in vivo y el desarrollo embriogénico in vitro 
de microsporas, ha permitido la identificación diferencial de caracteres específicos del 
proceso de reprogramación de la microspora a embriogénesis, como es el alto nivel 
de pectinas esterificadas en las primeras etapas del desarrollo embriogénico.  
 
Los resultados que aquí se presentan, muestran un bajo grado de esterificación de 
pectinas en el grano de polen maduro de Brassica napus. Estudios inmunocitoquímicos 
previos en otras especies, han descrito una señal de pectinas no esterificadas mucho 
mayor que de pectinas esterificadas en la pared celular del grano de polen maduro 
(Stepka et al. 2000, Suarez-Cervera et al. 2002). Por otro lado, en la etapa de 
microspora vacuolada de Brassica napus, se detectó una elevada cantidad de pectinas 
altamente esterificadas en la intina, capa localizada debajo de la exina. De modo, que 
la microspora vacuolada se comporta en este sentido como una célula en 
proliferación, de hecho sufrirá una división para originar el polen bicelular, al igual 
que las estructuras multicelulares que aparecen en las primeras etapas del cultivo 
embriogénico. De manera que nuestros resultados indican que una elevada 
proporción de pectinas altamente esterificadas en la pared celular, no es sólo un 
marcador de procesos de proliferación, sino también supone un marcador de la 
reprogramación de la microspora a embriogénesis. 
 
Los altos niveles de pectinas no esterificadas pueden ser considerados como 
marcadores del desarrollo gametofítico, mientras que la presencia de pectinas 
esterificadas pueden emplearse como un marcador del desarrollo embriogénico a 
partir de polen, permitiendo la identificación de las células inducidas y los primeros 
proembriones derivados de microsporas. En base a los resultados que aquí se 
presentan, el anticuerpo Jim7 podría emplearse como un marcador fiable para la 
detección de microsporas en la etapa adecuada de reprogramación y primeras etapas 
de embriogénesis y el anticuerpo Jim5 para la detección de granos de polen que no se 
reprograman y siguen el proceso de diferenciación.  
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5.4.2 Las pectinas esterificadas y no esterificadas muestran patrones de 
distribución opuestos durante el desarrollo gametofítico y la embriogénesis 
del polen 
El estudio realizado en etapas secuenciales de los dos programas de desarrollo del 
polen muestra que la presencia de pectinas altamente esterificadas está asociada con 
procesos de proliferación, mientras que la presencia de pectinas no esterificadas, está 
asociada a procesos de diferenciación, resultados resumidos en la figura 5.2. 
 
Existen diferentes estudios, principalmente a nivel de microscopia óptica, de la 
distribución de antígenos detectados mediante los anticuerpos Jim7 y Jim5, que 
reconocen pectinas esterificadas y no esterificadas respectivamente, en varios tejidos 
y órganos vegetales, principalmente a nivel de microscopia óptica (Goldberg, Morvan 
and Roland 1986, Dolan, Linstead and Roberts 1997, Guglielmino et al. 1997, 
Hasegawa et al. 2000). La desesterificación de pectinas se lleva a cabo por enzimas 
pectinmetilesterasas implicadas en procesos de desarrollo específicos, (Goldberg et al. 
1986, Dolan et al. 1997, Hasegawa et al. 2000) que modulan la relación de pectinas 
esterificadas y no esterificadas y su distribución en la pared celular (Goldberg et al. 
1986, Dolan et al. 1997, Guglielmino et al. 1997, Hasegawa et al. 2000, Willats et al. 
2001a, Vasil 1967, Willats et al. 2001b). 
Trabajos previos de nuestro grupo de investigación, han descrito diferencias en la 
proporción de pectinas esterificadas entre microsporas y embriones derivados de 
microsporas en 3 especies arbóreas diferentes como Quercus suber, Citrus clementina y 
Olea europaea así como en meristemos radiculares de Allium cepa. 
Nuestros resultados en Brassica napus, revelan que los niveles de pectinas esterificadas 
son más altos en paredes celulares de células en proliferación que en las células 
diferenciadas, las cuales muestran paredes celulares ricas en pectinas no esterificadas. 
Así, en las primeras etapas del desarrollo embriogénico de Brassica napus, los 
proembriones derivados de polen, presentan un elevado contenido de pectinas 
esterificadas, mientras que la presencia de pectinas no esterificadas es muy baja. En 
estudios previos en estructuras multicelulares derivadas de microsporas de especies 
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herbáceas como pimiento, también se observaron elevados niveles de pectinas 
esterificadas en las paredes celulares (Barany et al. 2005, Barany et al. 2010a). 
 
Por otro lado, nuestros resultados en Brassica napus han contemplado por primera vez 
las fases más avanzadas del desarrollo embriogénico y muestran que existe una 
distribución diferencial de las pectinas esterificadas y no esterificadas en los 
embriones derivados de microsporas más avanzados en el desarrollo. Esta 
distribución diferencial está asociada a los distintos tipos celulares de los embriones y 
a procesos de proliferación y diferenciación que tienen lugar en los embriones en 
desarrollo. En embriones derivados de microsporas de etapas avanzadas, se registran 
señales positivas de pectinas no esterificadas en las células diferenciadas localizadas 
en la periferia de los embriones, mientras que las células localizadas en el interior de 
los mismos presentaban un alto contenido en pectinas esterificadas.  
Estos resultados evidencian que el dinamismo de los componentes de la pared 
celular, en particular de las pectinas, durante los procesos de desarrollo del polen así 
como los cambios en su grado de esterificación, están asociados a la diferenciación y 
proliferación celular que tiene lugar durante la embriogénesis del polen. 
 
5.4.3 El patrón de expresión de PME cambia con los procesos de proliferación 
y diferenciación 
La enzima pectinmetilesterasa (PME) es responsable de la desesterificación de las 
pectinas presentes en la pared celular. En esta Memoria se analizó la expresión y 
dinámica del gen que codifica para la proteína PME de Brassica napus (AY036606). 
Los resultados presentados en esta Memoria aportan evidencias del cambio en el 
patrón de expresión de PME en los procesos de proliferación y diferenciación 
durante el desarrollo gametofítico y embriogénico del polen.  
Los resultados obtenidos a partir de dos metodologías diferentes, PCR 
semicuantitativa e hibridación fluorescente in situ (FISH), muestran bajos niveles de 
expresión de PME durante las etapas de microspora vacuolada y polen maduro del 
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desarrollo gametofítico; teniendo lugar en etapas posteriores del desarrollo un 
incremento en los niveles de expresión de PME, asociado a la emisión del tubo 
polínico en la germinación del polen (Bosch, Cheung and Hepler 2005, Bosch and 
Hepler 2005). 
Por otro lado, el estudio del desarrollo embriogénico del polen muestra un 
incremento de los niveles de expresión de PME asociado a los procesos de 
diferenciación que tienen lugar durante el mismo. Así, en las primeras etapas del 
desarrollo embriogénico, marcadas por procesos de proliferación, nuestros resultados 
muestran bajos niveles de expresión de PME, hecho que acompaña a los altos niveles 
de pectinas esterificadas detectados en estas etapas, como señal de que la actividad de 
PME es aún baja. No obstante, con la progresión del desarrollo embriogénico, tras la 
aparición de los primeros embriones globulares, los resultados obtenidos mediante 
PCR semicuantitativa indican un incremento en los niveles de expresión de PME, 
asociado a los primeros eventos de diferenciación que tienen lugar en esta etapa, 
especialmente con la formación de la protodermis. Por otro lado, los resultados 
obtenidos mediante FISH, además de corroborar este incremento en los niveles de 
expresión de PME, muestran la localización de los transcritos de BnPME, 
preferentemente en las capas más externas del embrión globular, correspondientes a 
células más diferenciadas. Esta distribución diferencial de los transcritos de BnPME, 
se mantiene en las siguientes etapas del desarrollo embriogénico, hasta la formación 
del embrión cotiledonar maduro, donde se registran los valores de expresión de PME 
más altos, junto con un incremento de los niveles de pectinas no esterificadas.  
 
La enzima PME tiene el papel principal en la remodelación de pectinas in muro 
(Pelloux, Rusterucci and Mellerowicz 2007), de manera que cambios en la expresión 
de PME, regulan el grado de metilesterificación de pectinas de la pared celular. El 
balance entre las formas metilesterificadas y desesterificadas de pectinas es esencial 
para los mecanismos de la pared y debe estar estrictamente regulado durante el 
crecimiento celular y desarrollo (Ridley, O'Neill and Mohnen 2001, Willats et al. 
2001a, Pelloux et al. 2007, Wolf, Mouille and Pelloux 2009).  
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Los resultados que aquí se presentan, junto con estudios anteriores 
2010a), permiten concluir que la
característica común a los procesos de diferenciación celular
vegetal. Las dos metodologías empleadas
complementarias entre sí, demuestran
con bajos niveles de expresión de 
esterificación de pectinas. Mientras que los procesos de diferenciación se asocian con 
un incremento de los niveles de expresión de 
incremento de la desesterificación de pectinas, lo que sugiere que la actividad de la 
enzima PME está regulada durante este proceso, fundamentalmente a nivel 
transcripcional. 
En la figura 5.2 se muestra un cuadro
antígenos estudiados en cada una de las 
expresión de BnPME, en células en proliferación 
 
5.2. Cuadro resumen de los niveles de esterificación de pectina y el nivel de expresión 
de PME durante los dos programas de desarrollo del polen.
 
 
(Barany et al. 
 dinámica de desesterificación de pectinas es una 
 durante el desarrollo 
 en este estudio, diferentes, pero 
 que los procesos de proliferación se asocian 
BnPME, relacionado a su vez con altos niveles de 
BnPME, relacionado a su vez, con un 
-resumen del patrón de distribución de los 
etapas del desarrollo, así como los niveles de
y en diferenciación. 
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5.4.4 Embriones derivados de microsporas y embriones cigóticos poseen un 
patrón de expresión de PME común 
Hay pocos trabajos que comparen el desarrollo de los embriones derivados de 
microsporas con los obtenidos a partir de embriogénesis cigótica (Yeung et al. 1996, 
Testillano et al. 2002, Barany et al. 2005). 
Estudios anteriores realizados en Brassica indican que en las primeras etapas del 
desarrollo embriogénico, la formación de proembriones multicelulares no sigue un 
patrón constante y definido como ocurre en la embriogénesis cigótica (Raghavan 
2000). Sin embargo, en las etapas más avanzadas del desarrollo embriogénico, con la 
diferenciación de la protodermis en los embriones globulares y posterior desarrollo 
en embriones corazón y torpedo, el patrón de desarrollo es muy similar a la secuencia 
de eventos que tienen lugar durante el desarrollo de embriones cigóticos (Barany et 
al. 2005). También se ha descrito una organización estructural similar en embriones 
derivados de polen y embriones cigóticos en la fase de embrión globular en especies 
arbóreas, como Quercus suber (Bueno et al. 2003). 
(Barany et al. 2010a), realizó por primera vez un análisis comparativo de 
determinados componentes de la pared celular mediante el empleo de antígenos 
específicos, durante las primeras etapas de los dos tipos de embriogénesis en 
pimiento, mostrando un patrón de distribución similar. 
 
En esta Tesis se analizó la expresión in situ de BnPME mediante PCR 
semicuantitativa y FISH en embriones cotiledonares maduros, obtenidos en los dos 
tipos de programas embriogénicos, la embriogénesis derivada de microspora y la 
embriogénesis cigótica. Los resultados obtenidos muestran unos niveles de expresión 
de BnPME similares en ambos tipos de embriones cotiledonares maduros, así como 
una distribución diferencial de transcritos análoga. En el embrión cotiledonar 
maduro derivado de microsporas se aprecia la diferente distribución de transcritos de 
PME asociado a las zonas de proliferación y diferenciación. En la parte cotiledonar, 
la señal de hibridación con la sonda antisentido en las regiones proliferantes es más 
débil, mientras que en las regiones más diferenciadas, como son las células de las 
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capas más externas del embrión que forman la epidermis, la presencia de transcritos 
de BnPME en el citoplasma es mucho más abundante. Por otro lado, en la parte 
radicular del embrión cotiledonar derivado de microsporas, la presencia de 
transcritos de BnPME es muy elevada. 
Estudios complementarios realizados en este trabajo muestran una distribución y 
dinámica de acumulación de almidón en embriones cotiledonares maduros derivados 
de polen, similar a la descrita en embriones cotiledonares cigóticos, donde la 
diferenciación celular aumenta acompañada de un incremento en los depósitos de 
almidón, siendo escasos en las células del interior próximas al eje de los meristemos 
del embrión y las capas celulares del interior de los cotiledones, que corresponden a 
zonas en proliferación.  
Estos datos, indican la existencia de un patrón común en la organización estructural 
de la pared celular en las etapas finales de los dos programas de desarrollo 
embriogénicos estudiados, proporcionando un apoyo adicional a la idea de que la 
embriogénesis de microsporas mimetiza el proceso de embriogénesis cigótica. 
5.4.5 La proteína PME se localiza en la pared celular de células diferenciadas 
en hojas de tabaco transformadas con PME-GFP 
El empleo de la tecnología GFP en esta Tesis ha permitido la localización in vivo de la 
proteína PME en hojas de Nicotiana tabacum, sistema modelo elegido para la 
transformación transitoria con construcciones PME-GFP, expresión dirigida por el 
promotor constitutivo 35S de la proteína de fusión codificada por la construcción de 
la secuencia completa de PME seguida de la secuencia de GFP (construcción PME-
GFP)  
El análisis in vivo en el microscopio confocal de dicha construcción, mostró la 
localización específica de la proteína PME en las paredes celulares diferenciadas de 
las células del mesófilo y de las células epidérmicas de hojas de Nicotiana tabacum. 
Cabe destacar el diferente patrón de localización de GFP detectada en las células de 
los dos tipos de mesófilos. Así, en la figura 4.41, se observa que la distribución de 
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PME en el mesófilo lagunar se manifiesta con una señal más engrosada, sugiriendo 
su distribución homogénea por las paredes celulares más gruesas en esta capa. 
Además, nuestros resultados demuestran la presencia de la proteína PME-GFP en las 
gruesas paredes de las células guarda que forman los estomas de la epidermis (Fig. 
4.42). Estos resultados apoyarían la posible implicación de la enzima PME en el 
proceso de apertura y cierre estomático, así como el papel de las pectinas en la 
flexibilidad de las paredes de estas células(Jones et al. 2003, Jones et al. 2005). 
Los patrones de distribución de la proteína de fusión PME-GFP mostrarían por 
primera vez para el gen de Brassica napus, que la proteína PME después de ser 
transcrita y procesada es dirigida a la pared donde realizaría su actividad enzimática 
sobre las pectinas in muro. 
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5.5 LA METILACIÓN DEL DNA Y LA EXPRESIÓN DE LA DNA 
METILTRANSFERASA MET1 CAMBIAN CON LA REPROGRAMACIÓN 
CELULAR Y DURANTE LA EMBRIOGÉNESIS 
 
La metilación del DNA es una modificación epigenética esencial que contribuye a la 
regulación del correcto crecimiento y desarrollo de los organismos eucariotas. En 
plantas, la metilación del DNA está implicada en numerosos procesos, incluyendo la 
transcripción, replicación, y reparación del DNA, además de estar implicada en el 
silenciamiento génico y la transposición de elementos móviles. 
 
En esta Memoria de Tesis Doctoral se ha analizado la dinámica del patrón de 
metilación del DNA como marca epigenética del estado funcional de la cromatina en 
relación a la arquitectura nuclear durante el desarrollo y reprogramación a 
embriogénesis del polen, demostrando que ambos procesos están controlados 
epigenéticamente. 
 
5.5.1 La diferenciación del polen está asociada al aumento de metilación del DNA 
Los resultados experimentales obtenidos en esta Tesis, mediante HPCE e 
inmunolocalización, revelan un incremento en los niveles de metilación global del 
DNA durante la maduración del grano de polen, de manera que la etapa de polen 
maduro se corresponde con los niveles más altos de metilación del DNA, mientras 
que la etapa de microspora vacuolada presenta niveles más bajos. La cuantificación 
de 5mdC mediante HPCE mostró una tendencia y unos niveles de metilación similar 
en las dos especies de estudio, Nicotiana tabacum y Brassica napus, lo que apoya el 
aumento en la metilación global del DNA como indicador del proceso de 
diferenciación durante el desarrollo gametofítico del polen, independientemente de la 
especie. 
Discusión 
343 
Trabajos recientes sugieren modificaciones cromatínicas a gran escala, asociadas con 
la diferenciación epigenética de las células gametofíticas (Baroux, Raissig and 
Grossniklaus 2011). 
En la actualidad se dispone de un conocimiento muy limitado de la regulación de la 
metilación del DNA durante la gametogénesis; este conocimiento es crucial para el 
entendimiento de la dinámica de la metilación del DNA en la línea germinal vegetal. 
 
Según (Benedito et al. 2008) y (Wan et al. 2008), la diferenciación celular se 
acompaña de grandes cambios en la expresión génica, los cuales implican 
modificaciones del DNA y la cromatina. Esta organización a diferentes niveles 
parece contribuir a la estabilidad y heredabilidad de los programas de transcripción 
que define la función celular (Lanzuolo and Orlando 2007, Valledor et al. 2007, 
Valledor et al. 2009). Asimismo, también se ha descrito un aumento de metilación 
global del DNA en procesos de maduración de órganos como el desarrollo floral, en 
el que la 5mdC incrementa con la diferenciación de los órganos reproductivos 
(Zluvova, Janousek and Vyskot 2001, Zhao et al. 2008, Meijon et al. 2009), durante la 
formación del polen en alcornoque (Ribeiro, Viegas and Morais-Cecilio 2009) y 
durante el periodo de inactividad de los botones florales en Castanea sativa, y 
disminuye con la apertura de los mismos (Santamaria et al. 2009). Sin embargo, estos 
trabajos no analizan el patrón de distribución nuclear del DNA metilado, como se ha 
realizado en esta Tesis. 
 
Según nuestros resultados, aunque la tendencia de metilación del DNA observada en 
las dos especies estudiadas es la misma, el patrón de distribución de 5mdC 
encontrado es ligeramente diferente, debido a las diferencias en el patrón de 
organización cromatínica de ambas. Por un lado, la microspora vacuolada de tabaco 
presenta un patrón de cromatina condensada en retículo distribuida por todo el 
núcleo, mientras que la colza presenta un patrón de heterocromatina con escasas 
masas de cromatina condensada, que aparecen marcadas intensamente, como revela 
la tinción con DAPI en la misma imagen. Ambos patrones cromatínicos, reflejan una 
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organización nuclear característica de células activas en transcripción (González-
Melendi et al. 1995). 
Nuestros resultados mostraron una distribución de 5mdC muy diferente en los 
núcleos vegetativo y generativo del polen bicelular de las dos especies. En la colza, el 
núcleo vegetativo presenta una señal muy débil con un patrón punteado, asociando la 
presencia de 5mdC a las regiones de mayor condensación cromatínica, mientras que 
el núcleo generativo presenta una intensa señal de 5mdC por todo el núcleo. En 
tabaco, se observa la misma tendencia, pero el patrón encontrado en el núcleo 
vegetativo es algo diferente, ya que aparece más extendido por el núcleo debido a su 
mayor grado de condensación cromatínica.  
La cromatina condensada ha sido descrita como un estado inactivo de la misma, 
(Back 1976)(Back, 1976;Fakan and Puvion, 1980a) ya que la transcripción y la 
replicación no puede ser llevada a cabo en estados de tan alta condensación. 
Así, el patrón de cromatina condensada del núcleo generativo está relacionado con 
muy baja o nula actividad transcripcional mientras que la organización del núcleo 
vegetativo de ambas especies, se relaciona con un estado de mayor actividad 
transcripcional (Martin et al. 1970, McCormick 1993, Testillano et al. 1995).  
Esta variación en el patrón de condensación de la cromatina refleja por lo tanto, 
diferentes estados de actividad de ambas células, relacionados con sus diferentes 
funciones durante la maduración y germinación del polen. La célula vegetativa 
presenta una elevada actividad biosintética de la maquinaria de formación del tubo 
polínico (Mascarenhas 1975)(Risueño, 1990;Mascarenhas, 1975;Testillano and 
Risueño, 1998), mientras que la célula generativa permanece inactiva, en espera de la 
segunda mitosis del polen que origina las dos células espermáticas o gametos. 
Nuestros resultados indican que el incremento en los niveles de metilación global del 
DNA durante el desarrollo gametofítico del polen, está asociado a la 
heterocromatinizacion que tiene lugar con los procesos de diferenciación celular. En 
el polen, los bajos niveles de metilación del núcleo vegetativo, serían característicos 
de una cromatina muy activa, que compensa el silenciamiento génico del núcleo 
generativo, con elevados niveles de metilación. 
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5.5.2 La reprogramación del polen está asociada a la disminución de la 
metilación del DNA y su redistribución nuclear 
La reprogramación de la microspora a embriogénesis mediante un estrés inductor, 
implica no sólo cambios morfológicos y fisiológicos en la microspora, sino que 
también se acompaña de cambios en la organización global del genoma, de manera 
que requiere factores específicos que contribuyen a regular la flexibilidad del genoma, 
siendo las modificaciones epigenéticas un factor clave de esta flexibilidad (Arnold-
Schmitz 2004, Miguel and Marum 2011). 
 
Existen evidencias en cultivos celulares de la palmera del aceite, que indican que 
desregulaciones epigenéticas de la expresión génica pueden originar diferentes 
fenotipos en los regenerantes obtenidos mediante embriogénesis somática (Miguel 
and Marum 2011). 
Los resultados experimentales obtenidos en esta Tesis, mediante HPCE e 
inmunolocalización, revelaron que tras la reprogramación a embriogénesis, no se 
produce el incremento de los niveles de metilación observado durante la maduración 
del polen, sino que se mantienen o disminuyen ligeramente con respecto a la etapa de 
microspora vacuolada. Asimismo, la inmunolocalización de 5mdC, mostró un patrón 
de distribución asociado exclusivamente a las pequeñas masas de cromatina 
condensada presentes.  
Los núcleos de los proembriones haploides obtenidos tras la reprogramación a 
embriogénesis, no presentan caracteres de células diferenciadas, sino en ciclo celular 
activo (Medina et al. 1983)(Risueño and Medina, 1986a;Medina et al., 1983a). El 
grado de condensación de cromatina en las células de los proembriones, es similar a 
la detectada en núcleos en interfase de células en ciclo (Gonzalez-Melendi et al. 
1998)(González-Melendi et al., 1998), sugiriendo que todas se encuentran en 
proliferación, etapa inicial de la embriogénesis, ruta a la que han cambiado su 
programa de desarrollo gametofítico a embriogénico. 
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Los resultados que aquí se presentan, indican por lo tanto, un cambio en el patrón 
epigenético de las microsporas embriogénicas en cultivo, asociado a la proliferación 
celular que tiene lugar en esta etapa inicial del cultivo embriogénico (4-5 días). Este 
hecho estaría relacionado con los cambios en la expresión génica que ocurren con el 
nuevo programa de desarrollo, de forma similar a lo descrito en mamíferos (Reik, 
Dean and Walter 2001, Morgan et al. 2005, Meijon et al. 2010).  
Como consecuencia del estrés inductor, se produce el cambio de programa de 
desarrollo y la microspora adquiere competencia embriogénica y capacidad de 
proliferación, que tras la embriogénesis generará un planta. Estudios realizados por 
(Hasbun et al. 2007) en tallos de individuos de Castanea sativa de diferentes edades, 
indicaron que la capacidad morfogénica está asociada con bajos niveles de metilación 
del DNA, mientras que individuos maduros con menor potencial morfogénico, 
presentan niveles de metilación más altos. 
La expresión génica determinada tanto en procesos de desarrollo como en estrés, a 
menudo depende de la modificación de histonas y la metilación del DNA 
(Chinnusamy and Zhu 2009). 
Se ha visto que la metilación del DNA puede activar o reprimir la transcripción de 
genes, mediante cambios en la configuración de la cromatina. Generalmente, la 
desmetilación del DNA se asocia con la conformación abierta de la cromatina, que 
incrementa la accesibilidad al genoma de la maquinaria de la transcripción (Law and 
Suttle 2005), mientras que la conformación cerrada de la cromatina reprime la 
expresión génica ya que limita la accesibilidad (Reyes 2006, Kouzarides 2007, Pfluger 
and Wagner 2007).  
De esta manera, los cambios epigenéticos observados en nuestro estudio tras la 
reprogramación de la microspora a embriogénesis, podrían conllevar la reducción del 
silenciamiento de genes diana, con el incremento de la plasticidad celular facilitando 
el acceso a los factores de transcripción. 
  
Según (Costa and Shaw 2006, Costa and Shaw 2007) la habilidad de remodelar la 
organización cromatínica celular, puede proporcionar la base de la plasticidad del 
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cambio del destino y la totipotencia celular, de manera que la organización de los 
dominios de cromatina proporcionan una plataforma adicional a nivel de regulación e 
información genética. Nuestros resultados demuestran que el control epigenético 
mediante la metilación del DNA juega un papel esencial en el proceso de 
reprogramación y diferenciación celular y una disminución en la metilación global 
permitiría a las células ser reprogramadas. 
 
5.5.3 El desarrollo embriogénico del polen conlleva un aumento de metilación 
del DNA 
El análisis del patrón de metilación de las etapas más avanzadas del desarrollo 
embriogénico realizado en nuestro estudio, muestra un incremento de los niveles de 
metilación global del DNA, asociado al incremento de los procesos de diferenciación 
celular que tienen lugar en estas etapas. Así, el elevado grado de diferenciación del 
embrión cotiledonar maduro, se acompaña de los niveles más altos de metilación del 
DNA. Estos resultados indican que el progreso de la diferenciación celular está 
relacionado con el incremento rápido de los niveles de metilación del DNA y el inicio 
de expresión de un nuevo programa génico (Costa and Shaw 2007, Zhao et al. 2008). 
 
No obstante, aunque la cuantificación del nivel de metilación del DNA es un 
parámetro global importante asociado al estado del desarrollo y la expresión génica, 
los estudios de inmunolocalización permiten la observación del patrón de 
distribución nuclear de 5mdC proporcionando una información más detallada, ya que 
permite la observación del grado de diferenciación y organización de los diferentes 
tipos celulares, especialmente en el caso de embriones. Así, las inmunolocalizaciones 
de 5mdC realizadas en este trabajo en Brassica napus, muestran un patrón de 
distribución nuclear de 5mdC punteado, asociado a las pequeñas masas de cromatina 
condensada. Esta señal de inmunofluorescencia incrementa con la embriogénesis 
hasta el embrión globular, donde se puede apreciar una mayor señal de 5mdC en los 
núcleos de las capas celulares externas más diferenciadas, que forman la protodermis. 
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Este patrón de distribución asociada al grado de diferenciación celular se mantiene 
hasta el embrión cotiledonar maduro, donde las zonas meristemáticas presentan una 
señal de 5mdC más escasa, mientras que el resto de las zonas, presentan una señal 
fluorescente más abundante. 
Algunos estudios (Tessadori et al. 2007, Exner and Hennig 2008) indican que durante 
los procesos de diferenciación celular y maduración, se produce un incremento de 
heterocromatina que disminuye durante la proliferación.  
Nuestros datos en Brassica demuestran que la organización de la cromatina cambia 
durante el desarrollo embriogénico del polen, como también se ha observado en 
otras especies (Testillano et al. 2000, Testillano et al. 2005) de manera que el 
incremento de los niveles de metilación global del DNA detectado durante el 
proceso, está asociado a la heterocromatinización que tiene lugar en la diferenciación 
celular en las etapas más avanzadas de la embriogénesis, mientras que tras la 
reprogramación de la microspora a embriogénesis, los niveles de metilación 
disminuyen asociado a los procesos de proliferación que se producen. Todo ello 
indica que existe un control epigenético de la reprogramación de la microspora a 
embriogénesis. 
 
5.5.4 La metilación del DNA y su patrón de distribución es análoga en 
embriones de microsporas y embriones cigóticos 
La inmunolocalización de 5mdC en embriones cotiledonares maduros obtenidos 
mediante dos tipos de programas diferentes, embriogénesis derivada de microsporas 
y embriogénesis cigótica, muestran unos niveles y distribución de citosinas metiladas 
similar, indicando la existencia de un patrón epigenético análogo en ambos 
programas embriogénicos.  
En ambos casos se aprecia una diferente distribución de 5mdC asociado a las zonas 
de proliferación y diferenciación. En las regiones más proliferantes de los dos tipos 
de embriones, la señal de 5mdC es más débil, mientras que en las regiones más 
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diferenciadas, como son las células de las capas más externas del embrión, que 
forman la epidermis, la presencia de citosinas metiladas es mucho más abundante.  
 
La embriogénesis cigótica en plantas, está controlada por varios genes, críticos para el 
desarrollo normal del embrión, de manera que alteraciones en estos genes, pueden 
producir la interrupción de la formación del embrión y el aborto de la semilla (Huh et 
al. 2008).  
Trabajos recientes parecen indicar que cambios en el patrón de metilación durante la 
embriogénesis cigótica podrían estar implicados en la interrupción de la regulación o 
el mantenimiento del proceso de embriogénesis de híbridos interespecíficos de 
Phaseolus, apoyando hipótesis previas de la importancia de la metilación del DNA 
para la regulación de la embriogénesis de plantas y la expresión génica (Abid et al. 
2011). 
Varios trabajos han destacado las similitudes entre la embriogénesis de microsporas y 
la embriogénesis cigótica durante las últimas etapas del proceso (Yeung et al. 1996, 
Ilic-Grubor et al. 1998, Bueno et al. 2003, Barany et al. 2005, Barany et al. 2010a). 
Nuestros resultados de metilación del DNA aportan nuevas evidencias de que la 
embriogénesis del polen sigue un programa similar a la embriogénesis cigótica.  
 
La metilación del DNA juega un papel esencial en el desarrollo vegetal como 
mecanismo epigenético de control de los procesos de diferenciación y proliferación 
celular. La monitorización de la dinámica de la metilación del DNA durante el 
desarrollo gametofítico y embriogénico del polen en este trabajo indica la existencia 
de un control epigenético de ambos procesos, siendo la organización de la cromatina 
un factor decisivo para su coordinación. Al mismo tiempo, estos resultados 
constituyen nuevas evidencias de que la metilación del DNA no es un proceso 
estático, sino que se trata de un mecanismo epigenético muy dinámico durante el 
desarrollo y la reprogramación celular en plantas. 
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5.5.5 La expresión del gen MET1 está regulada durante el desarrollo y 
embriogénesis del polen 
En esta Tesis se ha analizado la expresión y dinámica del gen que codifica para la 
proteína DNA metiltransferasa MET1, principal responsable de la metilación de los 
residuos de citosinas del DNA en plantas (Chan, Henderson and Jacobsen 2005), en 
las especies de Brassica napus y Nicotiana tabacum, identificados en las bases de datos 
como AB251937.1 y AB280788, respectivamente. 
El análisis del patrón de expresión temporal y espacial de MET1 durante los procesos 
de desarrollo y embriogénesis del polen se ha llevado a cabo mediante RT-PCR y 
FISH, con objeto de determinar si los cambios de metilación de DNA observados 
previamente, están asociados a cambios en la expresión del gen MET1. 
 
Trabajos anteriores indican que MET1 es activa en la línea germinal masculina 
vegetal (Jullien et al. 2006, Jullien et al. 2008). (Saze, Scheid and Paszkowski 2003), 
observaron que MET1 es necesaria para el mantenimiento de patrones de metilación 
durante la etapa de gametofito en el ciclo de vida vegetal. Por otro lado, se ha 
descrito que durante el desarrollo vegetativo y la gametogénesis masculina, MET1 
reprime la expresión de genes de impronta materna (Kinoshita et al. 2004, Jullien and 
Berger 2010).  
 
Nuestro trabajo aporta evidencias de que la expresión de MET1 está regulada 
durante el desarrollo gametofítico y embriogénico del polen; los cambios en su 
patrón de expresión, están asociados a los cambios de programa de desarrollo y a 
procesos de diferenciación y proliferación. Los resultados experimentales obtenidos 
mediante PCR semicuantitativa y FISH, revelan un incremento en los niveles de 
expresión de MET1 durante el proceso de maduración del grano de polen, mientras 
que la reprogramación a embriogénesis, mantiene los niveles de expresión de MET1 
invariables respecto a la etapa de microspora vacuolada. En las dos especies de 
estudio, Nicotiana tabacum y Brassica napus, se observó un patrón de expresión de 
MET1 similar durante la maduración del polen. 
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Experimentos en Arabidopsis thaliana con granos de polen de mutantes para met1, no 
muestran defectos evidentes en la célula vegetativa o en la función germinal, 
indicando que la metilación de los sitios GC no tiene un papel regulador esencial en 
la diferenciación de la célula vegetativa o división de células germinales (Twell 2011). 
Sin embargo, la metilación del DNA del polen juega un importante papel en el 
silenciamiento de elementos transponibles (Zilberman et al. 2007, Zilberman 2008). 
 
Dos trabajos recientes han mostrado una interesante relación entre la metilación de 
novo del DNA durante la gametogénesis masculina y pequeños RNAs de interferencia 
(siRNAs). Se ha observado que en la célula vegetativa del grano de polen se produce 
un incremento de la actividad de algunos elementos transponibles, como 
consecuencia del menor grado de metilación del DNA, probablemente resultado de 
la ausencia de transcripción de MET1 (Jullien et al. 2008) y DDM1, factor 
remodelante de la cromatina, necesario para el mantenimiento de la metilación GC 
en la célula vegetativa (Slotkin et al. 2009). Se cree que los siRNA producidos en la 
célula vegetativa del polen, que no contribuye a la formación del cigoto, inducen el 
silenciamiento de transposones en los gametos masculinos (Slotkin et al. 2009). 
Aunque esta hipótesis es interesante, no hay todavía evidencias suficientes para 
demostrarlo (Jullien and Berger 2010). De acuerdo con (Baroux et al. 2011), esto 
sería un ejemplo en el que la célula vegetativa del polen “se sacrifica” para proteger la 
estabilidad del genoma de los gametos masculinos y su transmisión a la siguiente 
generación.  
No obstante, serán necesarias más investigaciones para conocer los mecanismos 
implicados en la comunicación celular mediada por siRNA y su papel en el desarrollo 
del polen (Le Trionnaire and Twell 2010). 
 
Por otro lado, la reprogramación de la microspora a embriogénesis también conlleva 
un cambio en el patrón de expresión de MET1, ya que según los resultados 
obtenidos en Brassica napus en este estudio, a los 4 días de cultivo, no se observa el 
incremento en la expresión de BnMET1 detectado durante la maduración del polen. 
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Este cambio en el patrón de expresión de MET1 podría estar en relación con el 
cambio en el patrón de metilación del DNA observado (apartado 5.53). El análisis de 
expresión en las etapas más avanzadas del desarrollo embriogénico, muestra un 
incremento en la expresión del gen BnMET1. Igualmente este incremento podría 
estar en relación con el incremento en los niveles de metilación del DNA detectados. 
Los resultados obtenidos mediante FISH, además de confirmar este incremento en la 
expresión de BnMET1, también muestran la localización de los transcritos de 
BnMET1 preferentemente en las células de las capas más externas del embrión 
globular, con mayor grado de diferenciación. Esta distribución diferencial de los 
transcritos de BnMET1, se mantiene en las siguientes etapas del desarrollo 
embriogénico, hasta la formación del embrión cotiledonar maduro, donde se 
registran los valores de expresión de MET1 más altos, juntos con un incremento de 
los niveles de metilación del DNA, sugiriendo que la actividad de MET1 estaría 
regulada durante este proceso fundamentalmente a nivel transcripcional. 
 
La monitorización de la expresión del gen MET1 durante el desarrollo y 
embriogénesis del polen, indica un patrón de expresión de MET1 dinámico, que 
cambia en relación a los procesos de proliferación y diferenciación que tienen lugar, 
reafirmando además, la existencia de un control epigenético en las dos rutas de 
desarrollo del polen estudiadas en esta Tesis. (Yamauchi et al. 2008) describió este 
dinamismo en la expresión del gen que codifica para MET1 durante el desarrollo 
vegetal en muestras de tallos y raíces de arroz (Oryza sativa L.). 
Asimismo, también existen trabajos que señalan la existencia de un mecanismo de 
regulación a nivel transcripcional de los genes que codifican metiltransferasas en 
arroz, pero sugieren al mismo tiempo la investigación de la posible existencia de 
mecanismos de control de la expresión adicionales, incluyendo proteólisis 
(Teerawanichpan et al. 2009). 
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Los resultados que aquí se presentan, muestran una concordancia entre la naturaleza 
dinámica de la metilación de citosinas en las diferentes etapas del desarrollo y 
embriogénesis del polen y la expresión del gen que codifica para MET1. 
Algunos trabajos (Hsieh 2000, Iida et al. 2002)(P.M: vertino et al., 2002) han indicado 
que bajos niveles de metilación del DNA no se correlacionan con bajos niveles de 
expresión de MET1, sino lo contrario. Esto se debe a la existencia de mecanismos de 
desmetilación activos en la célula, que actúan disminuyendo los niveles de MET1 
independientemente de los niveles de expresión del gen MET1.  
 
La concordancia encontrada en nuestros resultados sugiere que MET1 cumple un 
papel esencial en el mantenimiento y metilación de novo del DNA en el polen y células 
del embrión, sin la actuación de mecanismos importantes de desmetilación. 
 
5.5.6 Embriones derivados de microsporas y embriones cigóticos poseen un 
patrón de expresión de MET1 común 
El análisis de la expresión in situ de BnMET1 mediante PCR semicuantitativa y FISH 
en embriones cotiledonares maduros obtenidos mediante dos tipos de programas 
diferentes, embriogénesis derivada de microsporas y embriogénesis cigótica, 
muestran unos niveles y distribución de transcritos similar, indicando la existencia de 
un patrón de expresión análogo en ambos programas embriogénicos.  
 
En ambos casos se aprecia la diferente distribución de transcritos de MET1 asociado 
a las zonas de proliferación y diferenciación. En la parte cotiledonar de los dos tipos 
de embriones, se observa que en las regiones más proliferantes, la señal de 
hibridación con la sonda antisentido es más débil, mientras que en las regiones más 
diferenciadas, como son las células de las capas más externas del embrión, que 
forman la epidermis, la presencia de transcritos de BnMET1 en el citoplasma es 
mucho más abundante. Por otro lado, en la parte radicular de estos embriones, la 
presencia de transcritos de BnMET1 es muy elevada. 
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(Li 2002) y (FitzGerald et al. 2008) sugirieron que la MET1 es un regulador central de 
los genes esenciales para el desarrollo y viabilidad de semillas  
Por otro lado, también se ha descrito que MET1 regula la expresión de los genes que 
influyen en la identidad celular durante la embriogénesis como YODA (YDA), gen 
implicado en la especialización de la identidad celular del embrión y del suspensor 
(Lukowitz et al. 2004). De hecho, mutantes de met1 muestran divisiones celulares 
alteradas tanto en la parte del suspensor como en las células del embrión 
propiamente dicho, desde etapas tempranas de embriogénesis, acompañado de una 
viabilidad reducida (Xiao et al. 2006). 
 
Trabajos anteriores (Yeung et al. 1996, Bueno et al. 2003, Barany et al. 2005) 
indicaron diversas analogías entre los embriones cigóticos cotiledonares y los 
embriones derivados de microsporas, como la organización de los meristemos 
radiculares y la presencia de almidón en las células de la cofia de la radícula, entre 
otras similitudes en el desarrollo.  
 
Nuestros datos, proponen la participación de MET1 en la diferenciación celular que 
tiene lugar en las últimas etapas del proceso de embriogénesis, al mismo tiempo que 
muestran un patrón de expresión de MET1 similar para ambos programas de 
desarrollo embriogénicos en la etapa final del desarrollo, proporcionando una 
evidencia adicional a la idea de que la embriogénesis de microsporas mimetiza el 
proceso de embriogénesis cigótica, en este caso, respecto a la regulación epigenética 
de ambos procesos de desarrollo.  
 
5.3. Cuadro resumen de los niveles de metilación global del DNA y el nivel de 
expresión de MET1 durante los dos programas de desarrollo del polen.
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5.6 MUERTE CELULAR PROGRAMADA Y METILACIÓN DEL DNA 
DURANTE LA DIFERENCIACIÓN DEL POLEN IN VIVO Y 
DESARROLLO DEL TAPETUM 
 
Durante la reprogramación in vitro de la microspora a embriogénesis inducida por 
estrés, cumplen un papel importante la metilación del DNA y la MCP. Por tanto, en 
esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el estudio de la dinámica de estos dos 
procesos durante la diferenciación del polen in vivo, especialmente durante el 
desarrollo del tapetum, donde tiene lugar un conocido proceso de MCP. 
En plantas superiores, la diferenciación de las células del tapetum es un proceso 
crítico durante las primeras etapas del desarrollo del polen, ya que el tapetum es el 
tejido nutricio de la antera. Sin embargo, la correcta culminación del proceso de 
maduración y formación de granos de polen viables, requiere la degradación de las 
células del tapetum en las últimas etapas del desarrollo gametofítico (Papini, Mosti 
and Brighigna 1999, Varnier et al. 2005, Li et al. 2006, Aya et al. 2009). De esta 
manera, las etapas finales del desarrollo de la antera y la liberación del polen, implica 
el cambio de un programa de diferenciación celular a un programa de muerte celular 
(Wilson et al. 2011). 
Existen trabajos que indican que la maduración del tapetum y su muerte una vez 
finalizada su función, no es un proceso incontrolado, sino que tiene lugar mediante 
un proceso de muerte celular programada (MCP) (Bedinger 1992, Papini et al. 1999, 
Wu and Cheung 2000, Rogers 2006). Sin embargo, los mecanismos que subyacen en 
este proceso no se conocen bien. 
 
En esta Tesis Doctoral se ha caracterizado la dinámica de reorganización subcelular 
durante el desarrollo del tapetum, aportando nuevos datos sobre el proceso de MCP 
que sufren las células tapetales, siendo de especial novedad la determinación de 
actividad enzimática tipo caspasa 3 y su localización in situ, así como los cambios en 
la metilación del DNA asociados a la progresión de la MCP.  
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5.6.1 La MCP del tapetum durante el desarrollo presenta características 
apoptóticas y actividad enzimática tipo caspasa 3 
Características apoptóticas de la MCP del tapetum 
El estudio realizado en esta Memoria ha permitido caracterizar la MCP del tapetum 
con una serie de cambios citoplásmicos y nucleares similares a los descritos en células 
animales en apoptosis.  
En las dos especies empleadas para nuestro trabajo, Nicotiana tabacum y Brassica napus, 
el inicio de la MCP del tapetum se sitúa alrededor de la etapa de microspora 
vacuolada del desarrollo gametofítico. El inicio del proceso está marcado por una 
disminución de la actividad transcripcional, manifestado por una menor señal de 
inmunofluorescencia con anti-RNA. Las células del tapetum en MCP temprana, 
sufren un proceso de vacuolización citoplásmica, acompañado de condensación 
cromatínica y lobulación nuclear. La progresión del desarrollo gametofítico conlleva 
una acentuación de las características apoptóticas señaladas. Así en la etapa de polen 
bicelular, las células del tapetum han finalizado su función y presentan núcleos 
completamente lobulados con una acusada retracción citoplásmica, características 
propias de una apoptosis avanzada. 
 
Existen trabajos que explican la importancia de la correcta coordinación temporal de 
la MCP del tapetum. (Kawanabe et al. 2006) propone que la señal de iniciación de 
MCP en el tapetum, podría iniciarse en las etapas correspondientes a la tétrada o 
microspora joven.  
No obstante, a pesar de que las células del tapetum de las dos especies estudiadas 
presentaron rasgos de MCP similares, se puede apreciar un ligero desfase en el inicio 
de la misma en ambas especies. Así nuestros resultados parecen indicar que el 
proceso de MCP en las células tapetales de tabaco, se inicia cuando las microsporas 
alcanzan la etapa de microspora vacuolada en el desarrollo gametofítico, mientras que 
en la colza, los cambios subcelulares observados señalan que la MCP del tapetum se 
inicia más tempranamente, cuando las microsporas inician el proceso de 
vacuolización. Este pequeño desfase podría estar relacionado con la diferente 
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condición del desarrollo del polen de ambas especies, ya que el polen de la colza 
madura en la antera hasta la fase final de formación de las células espermáticas, 
liberando polen tricelular, mientras que en tabaco, el polen maduro es bicelular y sólo 
tras la germinación del tubo polínico tiene lugar la división de la célula generativa. 
Esta diferencia en el desarrollo, podría implicar un adelanto en el proceso de MCP 
que tiene lugar durante el desarrollo del tapetum de Brassica napus. 
 
Localización in situ de proteína tipo caspasa 3 
Además de las características apoptóticas señaladas durante el proceso de MCP en el 
tapetum, se ha identificado por primera vez la actividad enzimática y presencia de 
una proteína tipo caspasa 3 durante el desarrollo del tapetum, aportando nuevos 
datos del proceso de MCP que sufren las células del tapetum. 
 
La función de las caspasas está muy bien descrita en animales como mediadores en la 
iniciación y ejecución de la apoptosis (Bonneau et al. 2008). La proteína ejecutora 
predominante en células animales es la caspasa 3, responsable de la mayor parte de 
los efectos desencadenantes de muerte celular. Caspasa 3 se sintetiza como 
proenzima inactiva o zimógeno, el cual se activa a través de uno o dos pasos 
proteolíticos que cortan el péptido precursor generando dos fragmentos, uno de los 
cuales, contiene el centro catalítico de la enzima y constituye la forma activa de la 
proteína. No obstante, la ruta de señalización de MCP en plantas es menos conocida, 
de hecho, no se han encontrado genes homólogos de caspasas en plantas, aunque 
existen evidencias que sugieren la existencia de enzimas “caspasa-like” que inducen la 
muerte celular (Thomas and Franklin-Tong 2004, Lam 2004, Bosch and Franklin-
Tong 2007, Serrano, Pelliccione and Olmedilla 2010). 
 
En este trabajo, se ha detectado y localizado por primera vez una proteína tipo 
caspasa 3 (“caspasa 3- like”) en el citoplasma de las células del tapetum en estadios 
tempranos de MCP en Brassica napus mediante el empleo de un anticuerpo específico 
para la forma activa de la caspasa 3 “anti-cleaved caspase-3”. 
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Los resultados obtenidos en el “Immunoblot” realizado para la comprobación de la 
especificidad del anticuerpo en el material de estudio, demostraron que el anticuerpo 
reconocía la presencia de una proteína, proporcionando una única banda de peso 
molecular equivalente al de la forma activa de caspasa 3. 
 
Nuestros resultados de inmunolocalización de caspasa 3 indicaron la presencia de 
esta enzima en el citoplasma de las células del tapetum en MCP temprana, 
acompañando a los cambios subcelulares característicos de MCP señalados 
anteriormente. Sin embargo, en etapas avanzadas del proceso de MCP, la presencia 
de esta enzima disminuyó significativamente, sugiriendo que la participación de 
caspasa 3 en el proceso de MCP del tapetum es en las primeras etapas de la misma y 
acontece rápidamente. Por otro lado, en etapas anteriores del desarrollo gametofítico 
en las que las células del tapetum están activas no se observó señal fluorescente 
correspondiente a caspasa 3. 
 
Existen varios trabajos en los que se ha detectado la presencia de caspasa 3 en el 
citoplasma de células animales en apoptosis, mediante análisis inmunohistoquímicos 
(Gown and Willingham 2002, Olney et al. 2002, Kaiser et al. 2008), sin embargo, en 
células vegetales, los primeros trabajos que existen se corresponden a los estudios 
realizados por nuestro grupo en meristemos radiculares de Allium cepa en los que se 
indujo MCP mediante un estrés salino (Cortes-eslava, J et al., 2005) y estudios 
preliminares en células del tapetum de Nicotina tabacum y Capsicum anunn (Chakrabarti 
N et al., 2006), los cuales indicaron una mayor presencia de “caspasa 3-like” en el 
citoplasma de las células del tapetum correspondientes a la etapa de MCP temprana, 
tras el incremento detectado en la liberación de citocromo C al citoplasma, debido a 
una alteración de la permeabilidad de la mitocondria, típico suceso característico de 
apoptosis en células animales.  
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Dinámica de la actividad enzimática caspasa 3 
Además de la localización la proteína, nuestros resultados demuestran una actividad 
enzimática caspasa 3. La determinación de la actividad enzimática caspasa 3, realizada 
en esta Memoria, se llevó a cabo en Nicotiana tabacum y Brassica napus, así como en un 
sistema experimental modelo para la inducción de MCP mediante tratamientos de 
estrés salino, como son los meristemos radiculares de Allium cepa. El tratamiento 
salino provocó la inducción de MCP de las células meristemáticas, caracterizadas en 
este momento por la presencia de numerosas vacuolas en el citoplasma, así como un 
descenso del número de mitosis y núcleos lobulados con un mayor grado de 
condensación cromatínica, rasgos característicos de etapas tempranas de MCP. 
Además, los experimentos realizados en este trabajo en presencia de inhibidor 
específico de la actividad caspasa 3, Ac-DEVD-CHO, mostraron ausencia total de la 
actividad de esta proteína como resultado de una inhibición efectiva. 
 
El empleo de la proteína p35 de baculovirus (inhibidor de caspasas general) y otros 
inhibidores sintéticos diseñados para bloquear las actividades caspasa, han 
ocasionado la interrupción de la muerte celular en varios sistemas experimentales de 
plantas como: la MCP inducida por Agrobacterium tumefaciens en callos embriogénicos 
en maíz (Hansen et al. 2000), la muerte celular inducida por la toxina AlterRNAia 
altetRNAa f. sp. lycopersici (Lincoln et al. 2002), la muerte celular como consecuencia 
de la respuesta de hipersensibilidad en plantas de tabaco infectadas con Pseudomonas 
syringae pv. phaseolicola o virus del mosaico del tabaco (del Pozo and Lam 2003) y la 
MCP inducida por luz UV en Arabidopsis (Danon et al. 2004). 
Estos estudios también han hecho posible la identificación de varias actividades 
“caspasa-like” en plantas como por ejemplo, la actividad VEIDasa ó caspasa-6, 
activada durante el desarrollo de embriones (Bozhkov et al. 2004, Boren et al. 2006), 
la de enzimas de procesamiento de vacuolas ó caspasa-1, que actúan en la MCP de la 
respuesta de hipersensibilidad de plantas frente a patógenos (Hatsugai et al. 2004, 
Rojo et al. 2004), así como la actividad “saspasa”, serin proteasas aspartato 
específicas (Woltering 2004, Coffeen and Wolpert 2004). Estos trabajos indican que 
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las actividades “caspasa-like” están implicadas en la progresión de MCP en plantas y 
forman parte del proceso (Bonneau et al. 2008). 
 
Acoplamiento temporal de localización in situ y actividad enzimática caspasa 3 máxima al inicio de 
la MCP 
En nuestro estudio, la comparación de meristemos radiculares tratados a tiempos 
cortos con solución salina frente a meristemos sin tratar mostró un incremento en los 
niveles de actividad enzimática caspasa 3 asociado al proceso de MCP inducido tras 
el estrés salino aplicado. Estos resultados complementan los datos de las 
inmunolocalizaciones de caspasa 3 realizadas en trabajos previos de nuestro grupo en 
este sistema experimental de MCP inducida en meristemos radiculares de Allium cepa, 
donde se localizó esta proteasa (Cortes-Eslava, J et al., 2005).  
Asimismo, la determinación de la actividad caspasa 3 en las distintas etapas del 
desarrollo del tapetum estudiadas, en colza y tabaco, proporcionó un pico de máxima 
actividad enzimática en la etapa correspondiente a tapetum en MCP temprana de 
ambas especies.  
Trabajos previos en células animales, indican que la activación de la enzima caspasa 3 
tiene lugar rápidamente, una vez que se inicia el proceso de MCP (Tyas et al. 2000). 
Por otro lado, trabajos en otras especies vegetales, indican que la actividad caspasa 3 
precede a la degradación de DNA en células en MCP (Lam 2004, Serrano et al. 
2010). 
La comparación de los resultados de actividad enzimática y de inmunolocalización, 
indica que los niveles máximos de actividad coinciden con la etapa en la que se 
detectó una mayor presencia de la enzima en forma activa, lo cual sugiere que una 
enzima “caspasa 3-like” interviene en las etapas tempranas del proceso de MCP de 
las células del tapetum, momento en los que las células muestran núcleos lobulados 
con cromatina muy condensada, pero en los que todavía no se ha producido 
fragmentación del DNA. Sin embargo, con la progresión del proceso de MCP de las 
células del tapetum, la presencia y actividad de la enzima disminuye. Asimismo, los 
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resultados obtenidos en el sistema experimental modelo de Allium cepa con 
tratamientos cortos apoyan esta hipótesis. 
 
Identificación de proteínas tipo caspasa en plantas 
La identificación de actividad enzimática caspasa 3 en un nuevo proceso de MCP 
durante el desarrollo en plantas superiores, como se ha realizado en esta Memoria, 
aporta nuevas evidencias a la hipótesis de que existan en plantas proteínas con 
características similares a la enzima caspasa 3 de células animales mediando la MCP 
en plantas.  
Estos datos apoyan la existencia de proteasas necesarias para conducir el proceso de 
MCP, que rompen sustratos de caspasa y que son inhibidos por inhibidores de 
caspasas, aunque al no haberse identificado genes homólogos a los de caspasas en 
ningún genoma vegetal, su existencia en plantas continúa siendo controvertida. 
En un principio, se sugirió que la familia de las metacaspasas contiene homólogos 
funcionales de caspasas (Uren, A. et al, 2000). No obstante, se ha observado que a 
pesar de que se parecen estructuralmente a caspasas animales, se han identificado en 
hongos, protozoos y plantas (Woltering 2004, Madeo et al. 2002) y los datos sugieren 
su implicación en MCP (Madeo et al. 2002, Bozhkov et al. 2004, Vercammen et al. 
2004), sin embargo, la caracterización bioquímica muestra que las metacaspasas no 
rompen sustratos específicos de caspasas (Vercammen et al. 2004, Reape and 
McCabe 2010, Reape and McCabe 2008). 
 
Nuestros resultados demuestran que las células del tapetum de Brassica napus y 
Nicotiana tabacum sufren un proceso de MCP durante su desarrollo a través de una 
ruta dependiente de proteínas tipo “caspasa-like” con características propias de los 
procesos de apoptosis en células animales, como retracción citoplásmica, 
condensación cromatínica y degradación del DNA. No obstante, los mecanismos de 
la transmisión de la señal de MCP y la naturaleza molecular de la maquinaria 
apoptótica en la antera, aún no han sido identificados.  
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5.6.2 Durante la MCP del tapetum en el desarrollo gametofítico aumentan la 
metilación del DNA y la expresión de la DNA metiltransferasa, MET1.  
Muchos procesos del desarrollo vegetal, como la floración, la gametogénesis, la 
respuesta a estrés, son modulados directa o indirectamente por marcas epigenéticas 
(Feng and Jacobsen 2011). Con objeto de conocer la posible implicación de la 
metilación del DNA en el proceso de desarrollo y MCP del tapetum, se llevó a cabo 
la monitorización de los niveles de metilación global del DNA y la expresión de la 
DNA metiltransferasa, MET1, encargada de catalizar la reacción de metilación del 
DNA, durante el desarrollo y MCP de las células del tapetum.  
El estudio realizado en esta Tesis Doctoral, indica que durante el proceso de 
desarrollo y MCP del tapetum, se produce un aumento de los niveles de metilación 
global del DNA acompañado de un incremento del patrón de expresión de MET1. 
 
Los resultados experimentales obtenidos mediante HPCE, mostraron un incremento 
progresivo de los niveles de metilación global del DNA durante la progresión de la 
MCP. Así, la etapa correspondiente al tapetum activo se corresponde con los niveles 
más bajos de metilación del DNA, mientras que la etapa de tapetum en MCP 
avanzada muestra los niveles de metilación más altos. Por otro lado, el estudio de 
expresión del gen NtMET1 mediante PCR semicuantitativa, reveló un incremento de 
expresión con el desarrollo y MCP del tapetum, de manera que los valores más altos 
de expresión, se obtuvieron en la etapa correspondiente a las células de tapetum en 
MCP avanzada. 
En paralelo, los experimentos de FISH, proporcionaron además, la localización de 
los transcritos de NtMET1 en el citoplasma de las células del tapetum, observándose 
diferencias significativas entre cada una de las etapas estudiadas: escasa localización 
de transcritos en el citoplasma de las células del tapetum activo y un incremento 
significativo en la etapa correspondiente a tapetum en MCP temprana, en la que se 
observa una intensa señal de hibridación citoplasmática. En etapas de MCP avanzada, 
se puede apreciar señal de hibridación no sólo en el tapetum sino también en células 
somáticas de la pared de la antera. Este incremento de transcritos de NtMET1 en las 
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capas de tejido somático de la pared de la antera, podría estar relacionado con los 
resultados descritos en Lilium por (Varnier et al. 2005), que indican que la MCP en la 
antera se inicia en las células del tapetum y después se extiende a las capas 
esporofíticas de la antera más externas, incluyendo las capas intermedias, y después 
de la dehiscencia de la antera, también sufren MCP las células del endotecio y el 
tejido conectivo. 
 
Nuestros resultados, mostraron por lo tanto, que el proceso de MCP del tapetum 
transcurre con un incremento de los niveles de expresión del gen MET1 y de los 
niveles de metilación global del DNA genómico. 
 
La relación observada entre proceso de MCP del tapetum y los cambios en la 
metilación global del DNA y la expresión de MET1, podrían indicar la existencia de 
un posible control epigenético del proceso de MCP de las células del tapetum. 
El programa de desarrollo de cualquier individuo implica la represión o activación 
regulada de determinados genes. Se ha sugerido que el proceso de MCP está 
relacionado con la activación de genes específicos que inducen la senescencia y la 
muerte celular junto con la inactivación de otros (Vanyushin and Kirnos 1988, 
Vanyushin and Ashapkin 2011). En este contexto, la metilación del DNA podría 
actuar como uno de los mecanismos de inactivación y silenciamiento génico durante 
el desarrollo y MCP de las células del tapetum, sugiriendo un control epigenético del 
proceso. Por otro lado, (Mazin 2009), sugiere que el proceso de metilación del DNA, 
es un potente generador de mutaciones que podría inducir daños en el DNA y la 
desintegración del genoma, hechos que suceden durante la apoptosis celular, el 
envejecimiento de los organismos y la muerte. 
 
El empleo en este trabajo de un sistema experimental modelo para el estudio de 
procesos de muerte celular, como los meristemos radiculares de Allium cepa tratados 
con una solución salina como agente inductor de MCP, proporcionó nuevas 
evidencias que apoyan la posible implicación de la metilación del DNA en el proceso 
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de MCP. Tras el tratamiento empleado, las células de los meristemos radiculares de 
Allium cepa presentaron características morfológicas propias de etapas tempranas del 
proceso de MCP. Los resultados experimentales obtenidos mediante HPCE en este 
sistema modelo, mostraron un incremento en los niveles de metilación global del 
DNA en los meristemos tratados frente a los meristemos sin tratar. Este dato apoya 
los resultados obtenidos en el tapetum, sugiriendo que los procesos de MCP en 
plantas, se acompañan de un incremento de los niveles de metilación global del DNA 
tanto durante el desarrollo como en sistemas inducidos experimentalmente. 
 
La relación entre metilación del DNA y MCP indicada por primera vez, por los 
resultados obtenidos en este trabajo, aporta nuevos datos sobre el control 
epigenético de los procesos de MCP durante el desarrollo e inducida por estrés. 
 
4.1.2 Cambios en la actividad y arquitectura nuclear durante el desarrollo y 
MCP del tapetum 
Hay trabajos que sugieren que la metilación del DNA está directamente implicada en 
el mantenimiento de la posición cromosómica y la organización funcional a gran 
escala del núcleo (Espadaa and Esteller 2010). Trabajos recientes, indican que la 
maquinaria necesaria para establecer los patrones de metilación del DNA en el 
genoma, es también necesaria para el mantenimiento a gran escala de la organización 
del compartimento nuclear (Espada and Esteller 2010). 
La organización nuclear contribuye de forma substancial a la actividad nuclear, de 
manera que las modificaciones posicionales o estructurales de dominios cromatínicos 
de esta organización tienen un efecto directo sobre la función celular, la 
diferenciación y la transformación (Francastel et al. 2000, Kosak and Groudine 2004, 
Foster and Bridger 2005, Misteli 2007). La creciente cantidad de datos científicos 
obtenidos en los últimos años muestra que la organización de la estructura nuclear, 
cromosómica y del DNA no es un evento al azar en la célula, sino que existe una 
delicada superestructura de grandes dominios de cromatina, cromosomas y 
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compartimentos subnucleares que necesitan una fiable, pero dinámica estructura que 
la controle. Las marcas epigenéticas como la metilación del DNA y la modificación 
de histonas son excelentes candidatos para asumir este critico papel. Sin embargo, 
todavía queda mucho por conocer sobre los mecanismos responsables del 
establecimiento global de los patrones de metilación del DNA y de su correcta 
interpretación (Espada and Esteller, 2010).  
 
En plantas, se han descrito cambios de la arquitectura nuclear unidos a cambios en el 
patrón de metilación del DNA en el desarrollo de meristemos apicales de melocotón 
(Bitonti et al. 2002), así como también se han revelado cambios en los patrones de 
metilación global asociados con la reestructuración nuclear durante la diferenciación 
de células madre embrionarias (Kobayakawa et al. 2007, Bibikova et al. 2008).   
Los estudios sobre metilación del DNA realizados en esta Tesis, aportan nuevas 
evidencias de la relación entre el patrón de distribución de 5mdC en el núcleo y la 
organización y actividad del mismo.  
 
Los resultados obtenidos mostraron un incremento de los niveles de metilación del 
DNA durante el desarrollo y MCP del tapetum, además, de un cambio en el patrón 
de distribución de la señal fluorescente de 5mdC asociado al proceso de MCP. Así, 
en la etapa de tapetum activo, los residuos metilados en la fibra de cromatina se 
localizan en masas heterocromatínicas discretas o “spots”, ubicados en la proximidad 
de la envoltura nuclear y el centro del núcleo. Sin embargo, en etapas de MCP más 
avanzada, la señal de 5mdC se localiza sobre las grandes regiones heterocromatínicas 
que ocupan prácticamente toda la superficie de los núcleos lobulados. 
El estudio ultraestructural realizado mostró también una reorganización de la 
arquitectura nuclear durante la MCP del tapetum, la cual implica una progresiva 
condensación cromatínica y segregación de estructuras RNPs. 
Estos resultados muestran que el cambio en el patrón de metilación del DNA 
durante el desarrollo y MCP del tapetum, va asociado a una reorganización de la 
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arquitectura nuclear, sugiriendo el posible control epigenético de esta remodelación 
estructural. 
 
Marcadores nucleares de síntesis y degradación de RNA 
Para complementar los datos obtenidos y su relación en la actividad del núcleo en 
esta Tesis sobre la metilación del DNA durante el desarrollo y MCP del tapetum, se 
realizó una estancia en el Laboratorio de “Biología Cellulare” de la Facultad de 
Ciencias de la Universidad de Pavía, dirigido por el Profesor Marco Biggiogera, 
donde se analizaron los cambios en la organización estructural del núcleo y 
localización in situ de elementos de la maquinaria de síntesis, procesamiento y 
degradación del RNA, como indicadores de la actividad nuclear, durante el proceso 
de MCP del tapetum.  
 
Estudios previos realizados con células Hela tratadas con actinomicina D, 
demostraron que la síntesis alterada de rRNA junto con la maduración defectuosa de 
pre-mRNA eran características del proceso de apoptosis temprana inducida por 
actinomicina D (Fraschini et al. 2005). Asimismo, otros trabajos, han descrito una 
disminución de factores de transcripción y de splicing en procesos de hibernación y 
envejecimiento celular (Frasca et al. 2003, Biggiogera et al. 2008).                                                               
 
El estudio realizado en esta Memoria demuestra que el proceso de MCP del tapetum 
se acompaña de una alteración de la maquinaria de síntesis y procesamiento de 
mRNA. Las observaciones ultraestructurales de las células del tapetum, muestran 
cambios en la presencia y distribución de marcadores nucleares de estos procesos, en 
relación con cambios en los niveles de actividad transcripcional. Así, los niveles de 
los marcadores nucleares implicados en la síntesis y el procesamiento de RNA, 
híbridos DNA:RNA, CstF y poli A, se ven disminuidos durante el desarrollo y MCP 
del tapetum, frente a aquellos implicados en la degradación de RNA, como RNasa A, 
que aumentan sus niveles durante el proceso. 
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A nivel ultraestructural se pueden reconocer tres principales dominios nucleares: 
cromatina en diferentes grados de condensación, región peri e intercromatínica y 
nucleolo, cuya organización estructural y funcional cambia drásticamente según el 
estado de actividad de la célula (González-Melendi et al. 1996, González-Melendi 
1996a) El silenciamiento de ciertos genes y la expresión de otros implica un cambio 
en el estado de actividad que se ve reflejado en la ultraestructura y la organización de 
los distintos dominios nucleares que cambian durante los procesos de desarrollo y 
reprogramación celular (Seguí-Simarro 2001). En células eucariotas, los transcritos 
primarios o pre-mRNAs deben sufrir varios pasos de transformación para generar un 
RNA mensajero (mRNA) maduro preparado para ser exportado al citoplasma 
(Malatesta, Zancanaro and Biggiogera 2011). Después de la eliminación de intrones, 
proceso de “splicing”, se debe completar la maduración del extremo 3´y esto requiere 
la implicación de varios factores de rotura y poliadenilación (Wahle and Ruegsegger 
1999). Las fibrillas pericromatínicas (FP) son marcadores de actividad nuclear, no 
sólo para la monitorización de procesos de transcripción y procesamiento de pre-
mRNA (Biggiogera et al. 2008), sino también para la identificación del nivel de 
maduración de transcritos, lo cual mantiene una correlación con el estado metabólico 
celular (Malatesta et al. 2008).  
 
El anticuerpo anti-híbrido DNA:RNA detecta los híbridos transitorios formados 
durante la transcripción, proporcionando un marcado en fibrillas pericromatínicas 
(Testillano, Gorab and Risueño 1994b). Se ha empleado como indicador de actividad 
transcripcional en diferentes sistemas animales y vegetales (Trentani et al. 2003, 
Testillano et al. 1995). La secuencia de poli (A) está presente en las moléculas de 
MRNA maduras (Gray and Wickens 1998), por lo que se asume que la señal 
observada en el núcleo representa los transcritos recién sintetizados, justo después de 
su procesamiento, mientras que la señal citoplásmica indica las partículas de MRNA 
durante la traducción y/o almacenadas en el citoplasma. Por otro lado, CstF 
(“Cleavage Stimulation Factor”) es un factor esencial para el procesamiento del 
Discusión 
369 
extremo 3´ del MRNA, ya que interviene en el proceso de poliadenilación o adición 
de la cola poli A al transcrito primario. 
 
Nuestros resultados, muestran claramente la relación entre la presencia de transcritos 
poliadenilados y los niveles de CstF registrados durante el desarrollo de las células del 
tapetum. La disminución de las moléculas de híbridos DNA:RNA, transcritos 
poliadenilados y de los factores de splicing como CstF en comparación con células 
transcripcionalmente activas, indican una disminución de dicha actividad 
transcripcional asociada al proceso de MCP que sufren las células del tapetum.  
 
Durante el proceso de apoptosis, podrían estar implicados fenómenos de 
degradación de RNA en la restructuración de RNP (Perrin et al. 2004, Hoat et al. 
2006). De hecho, hay trabajos que describen una disminución de la cantidad de RNA 
total en etapas tempranas de MCP en células vegetales (Xu and Hanson 2000). 
Asimismo, también se ha observado la degradación de MRNA antes de la activación 
de factores de iniciación dependientes de caspasas (Bushell et al. 2004). 
 
Trabajos anteriores indican la activación de diferentes nucleasas de degradación de 
RNA, como la RNasa L y endonucleasa G, durante procesos de apoptosis (Bisbal 
and Silverman 2007), así como también se ha registrado un incremento de la 
actividad RNasa asociado al proceso de MCP de la senescencia de pétalos en plantas 
(Panavas and Rubinstein 1998, Xu and Hanson 2000). 
Asimismo, con objeto de conocer la posible degradación enzimática de RNAs 
durante el proceso de MCP del tapetum, en nuestro estudio también se analizó la 
presencia de RNasa A mediante estudios de inmunolocalización ultraestructural, 
empleando un anticuerpo específico anti-RNasa A, que reconoce la presencia de 
RNasa A total. 
 
Los resultados mostraron un incremento de RNasa A durante el desarrollo y MCP 
del tapetum en las dos especies de estudio, Brassica napus y Nicotiana tabacum. No 
Discusión 
370 
obstante, existen algunas diferencias en cuanto a los tiempos del proceso de 
desarrollo, ya que en tabaco este incremento en los niveles de RNasa A parece ser 
más tardío. Este pequeño desfase de tiempo, puede estar relacionado con la diferente 
maduración del polen de ambas especies, ya que como se indicó anteriormente, el 
polen de la colza madura en la antera hasta la fase final de formación de las células 
espermáticas, liberando polen tricelular, mientras que en tabaco, el polen maduro es 
bicelular. La presencia de RNasa A, no informa directamente de existencia de 
actividad RNasa, pero si es un buen indicador del estado metabólico de la célula en 
cuanto a degradación del RNA. 
Estos datos sugieren la participación de la RNasa A en la degradación de RNA en 
etapas tempranas de la MCP del tapetum. Al mismo tiempo estos resultados apoyan 
la idea de que durante el desarrollo y MCP del tapetum se produce una disminución 
de la síntesis y procesamiento de MRNA, acompañado de un proceso de degradación 
masiva de RNA. 
 
Caracterización de HERDS por primera vez en plantas asociado a MCP y marcadores de parada 
transcripcional 
El estudio ultraestructural realizado también reveló la aparición en etapas avanzadas 
de MCP, de unas estructuras semejantes a las estructuras ectópicas y heterogéneas 
derivadas de RNP (HERDS) descritas en células animales apoptóticas, que se forman 
fuera del núcleo como agregados de estructuras RNPs segregadas (Biggiogera and 
Pellicciari 2000). Estas estructuras, observadas por primera vez en células vegetales, 
podrían considerarse como marcadores de parada transcripcional, de la misma forma 
que ocurre en mamíferos.  
 
Durante la apoptosis, la célula sufre retracción y fragmentación en cuerpos 
apoptóticos como consecuencia de una serie de eventos proteolíticos que tienen 
lugar casi de forma simultánea en el citoplasma y en el núcleo, al mismo tiempo que 
se produce una redistribución dinámica de factores proteicos que se mueven desde 
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regiones de almacenamiento hacía el citoplasma y /o posiciones nucleares (Ferrando-
May 2005, Tembe and Henderson 2007). 
Los HERDS, estructuras ectópicas y heterogéneas derivadas de RNP, se han 
propuesto como marcadores de parada transcripcional representando lugares de 
almacenamiento temporales o terminales para factores proteicos implicados en el 
procesamiento de RNAs en células animales (Biggiogera and Pellicciari 2000, 
Biggiogera et al. 2004).  
En nuestro estudio, la observación de estructuras similares a HERDS en células del 
tapetum en MCP avanzada en dos especies de estudio diferentes, también podría 
indicar el desmantelamiento de la maquinaria de procesamiento de RNA en la célula. 
Trabajos anteriores mostraron que la traslocación al citoplasma de 
ribonucleoproteínas (RNPs) precede a la degradación de DNA y condensación 
cromatínica, indicando que la reorganización del dominio intercromatínico implica la 
formación de HERDS, como marcador de apoptosis temprana, que parece tener 
lugar antes de la activación de caspasas (Schiller et al. 2008). La identificación de estas 
estructuras similares a HERDS en nuestro estudio, constituye un hallazgo 
importante, asociado con etapas más avanzadas del proceso de MCP de las células 
del tapetum, siendo posterior también a la actuación de la enzima caspasa 3. 
Por otro lado, el incremento de los niveles de RNasa A detectados en nuestro 
trabajo, parecen señalar un aumento en la degradación de RNA durante el proceso de 
MCP del tapetum. Como consecuencia, se produciría una alteración del balance 
existente en condiciones normales entre la cantidad de RNAs nacientes y la cantidad 
de proteínas asociadas que son necesarias para su procesamiento. 
Hay indicaciones que sugieren que la formación de HERDS podría verse promovida 
por una degradación temprana de RNAs, teniendo al mismo tiempo, un efecto causal 
en el bloqueo de la síntesis de proteínas durante la apoptosis (Scovassi et al. 2008).  
Trabajos pioneros de nuestro grupo han caracterizado la organización funcional de 
las estructuras intercromatínicas en células vegetales, proliferantes y en 
diferenciación, localizando a nivel ultraestructural diferentes elementos de la 
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maquinaria de transcripción y “splicing” (Testillano et l., 1993, González Melendi 
1995 ó 96 Testillano et al., 2000, 2005). 
Nuestros resultados aportan nuevos datos sobre la organización estructural y 
funcional del núcleo durante los procesos de MCP que tienen lugar durante el 
desarrollo del tapetum.   
La localización de HERDS, junto con la existencia de caracteres morfológicos 
comunes en los procesos de MCP vegetal y apoptosis animal y la existencia de 
proteasas con actividad caspasa, parecen indicar que se trata de un proceso muy 
conservado evolutivamente. 
Asimismo, los resultados del estudio de los niveles y patrón de metilación del DNA, 
junto con los resultados sobre marcadores de actividad transcripcional y degradación 
del RNA durante el desarrollo y MCP del tapetum, establecen una relación entre el 
patrón de metilación del DNA, la actividad nuclear y la progresión de la MCP. 
 
5.6.3 Cambios en la actividad y arquitectura nuclear durante la diferenciación 
del polen 
Los datos que se aportan en esta Tesis revelan grandes cambios en la metilación del 
DNA durante la diferenciación del polen y embriogénesis. Por otro lado, también se 
sabe que el proceso de metilación del DNA forma parte del mecanismo de la 
remodelación y modificación de la estructura de la cromatina y afecta a la actividad y 
estructura nuclear (Dyachenko, Shevchuk and Buryanov 2010). Por ello, se han 
estudiado los cambios en la actividad y arquitectura nuclear durante la diferenciación 
del polen. 
 
En esta Tesis, se ha analizado la distribución de algunos elementos de la maquinaria 
de síntesis y procesamiento de transcritos primarios, junto con la de moléculas 
implicadas en la degradación de RNAs durante el desarrollo del polen, con objeto de 
determinar y caracterizar la relación entre estos marcadores nucleares, la organización 
estructural del núcleo y su actividad transcripcional durante el desarrollo del polen. 
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Existen evidencias que indican que la RNA polimerasa II y la maquinaria de splicing 
están acoplados tanto física como funcionalmente (Misteli 2000, Zorio and Bentley 
2004, Kornblihtt et al. 2004, Belostotsky and Rose 2005). La coordinación y 
conexión molecular de estos dos procesos nucleares esenciales, se refleja en la 
organización espacial de la maquinaria de transcripción y de splicing en el núcleo 
celular, ya que cambios a nivel de transcripción provocan cambios en la 
redistribución de los factores de procesamiento (Carmofonseca et al. 1992, Misteli 
2000). Sin embargo, la mayor parte de los estudios de la distribución espacial de los 
factores de procesamiento en relación con la actividad transcripcional de la célula 
proceden de células animales, existiendo muy pocos datos disponibles en células 
vegetales. 
  
Los granos de polen representan un modelo excepcional y muy conveniente para el 
estudio de la transcripción y el almacén de transcritos maduros desde la microspora 
hasta el polen maduro. Sin embargo, hay muy poca información sobre la 
organización espacial de la maquinaria de procesamiento de RNA en el polen. 
Mediante el empleo de técnicas de inmunofluorescencia e inmunomarcados con oro, 
nuestro grupo mostró por primera vez, la presencia y distribución de snRNPs en el 
núcleo de la microspora de Capsicum annum (Testillano et al. 1995). En el núcleo de la 
microspora de Brassica napus, la proteína de splicing Sm, se localizó uniformemente en 
el nucleoplasma así como altamente concentrada en los cuerpos de Cajal (Straatman 
and Schel 2001). (Segui-Simarro et al. 2006), observaron un incremento en la 
presencia de cuerpos de Cajal mediante inmunodetección con anti-TMG, anticuerpo 
frente a la trimetilguanosina de los snRNAs, en células proliferantes 
transcripcionalmente activas durante el desarrollo de embriogénesis en Brassica napus 
y Capsicum anunn. Estudios previos del grupo mostraron que la activación de procesos 
de proliferación, provocaba cambios en la redistribución de moléculas de 
señalización del dominio intercromatínico (Testillano et al. 2005). Por otro lado, 
(Fang, Hearn and Spector 2004) detectó la presencia de proteínas SR en el polen 
tricelular de Arabidopsis thaliana en los dos núcleos espermáticos. Más recientemente, 
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se ha analizado la distribución de TMG (snRNAs), Sm y proteínas SR (Zienkiewicz et 
al. 2008a), así como de RNA polimerasa II y transcritos poliadenilados durante el 
desarrollo del polen en H.orientalis, demostrando una diminución progresiva de los 
mismos con el proceso de diferenciación (Zienkiewicz et al. 2008b). 
 
Los cambios detectados en la presencia y distribución de los diversos marcadores 
nucleares empleados en nuestro estudio, sugieren modificaciones sustanciales en la 
actividad transcripcional durante la maduración del polen de Nicotiana tabacum y 
Brassica napus. Así, los niveles de los marcadores nucleares implicados en el 
procesamiento y síntesis de RNA como híbridos DNA:RNA (Testillano et al., 1991), 
CstF (Cardinale et al. 2007) y transcritos poliadenilados (Zienkiewicz, Smolinski and 
Bednarska 2006), disminuyen durante el desarrollo y maduración del polen, a la vez 
que disminuyen los niveles de RNasa A (Biggiogera M, 2009), enzima que actúa de 
forma fisiológica en células metabólicamente activas como parte de la maquinaria que 
degrada RNAs defectuosos o cuya vida útil en la célula ha terminado. El anticuerpo 
anti-híbrido, marca el RNA recién transcrito antes de separarse del molde de DNA, 
representando lugares de transcripción, mientras que el marcado de CstF representa 
los lugares de procesamiento de MRNA.  
 
En la primera fase analizada, la fase de microspora vacuolada, el patrón de la 
cromatina es bastante descondensado, con una abundante región intercromatínica 
muy rica en estructuras fíbrilogranulares. Esta organización está relacionada con una 
alta actividad transcripcional (Bachellerie, Puvion and Zalta 1975)(Bachellerie et al., 
1975;Testillano et al., 1995b). En esta etapa del desarrollo del polen, nuestros 
resultados muestran un marcado específico con los anticuerpos anti-híbrido 
DNA:RNA y anti-CstF, en la periferia de masas de cromatina condensada y fibrillas 
pericromatínicas, señalando los lugares que albergan RNAs recién transcritos en 
distintos estados de procesamiento. Los elevados niveles detectados de estos 
antígenos nucleares, se relaciona de forma positiva con la elevada actividad 
transcripcional de estas células. 
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La fase de microspora vacuolada ha sido descrita como de alta actividad 
transcripcional en pimiento y tabaco, mediante marcadores como el anti-híbrido, 
entre otros (González-Melendi 1996b, González-Melendi et al. 1996). Asimismo, en 
la hibridación in situ con Poli d(T), se observó una señal de hibridación específica en 
el núcleo, localizada en fibrillas pericromatínicas y en regiones ricas en ribosomas del 
citoplasma. Esta presencia de transcritos poliadenilados en el núcleo y citoplasma de 
la microspora vacuolada, está señalando que los mRNAs sintetizados en el núcleo y 
que son activamente exportados al citoplasma. Trabajos anteriores, mostraron altos 
niveles de síntesis de RNA acompañado de un alto grado de descondensación 
cromatínica en la microspora vacuolada de H.orientalis (Zienkiewicz et al. 2008a). 
Asimismo, trabajos previos de localización de transcritos poliadenilados en esta 
misma especie indicaron una elevada presencia de los mismos en esta etapa 
(Zienkiewicz et al. 2008b). 
Cuando progresa el desarrollo, la microspora vacuolada divide y ya en etapas más 
avanzadas como el polen bicelular, los núcleos presentan una diferente organización 
nuclear, que también se refleja en la organización de la región intercromatínica.  
 
Estudios anteriores del grupo realizados en pimiento y tabaco, mostraron un cambio 
progresivo en la organización estructural del núcleo generativo del grano de polen 
durante su maduración hacia un mayor grado de condensación cromatínica y una 
disminución de estructuras fíbrilogranulares (González-Melendi et al. 1996, 
Coronado 2002). 
Nuestros resultados en el núcleo generativo del grano de polen durante las etapas 
maduras del polen bicelular de Brassica napus, tras la separación de la célula generativa 
de la pared del polen, solo revelan algunos pequeños gránulos pericromatínicos, los 
cuales se han relacionado con el almacenamiento y transporte de RNA heterogéneo y 
pre-mRNA, en estados de baja actividad, aumentando su número en núcleos en los 
que se ha bloqueado el procesamiento y por tanto el transporte de RNAs mensajero 
al citoplasma (Fakan and Puvion, 1980b;Puvion et al., 1984;Puvion-Dutilleul et al., 
1981). 
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En el núcleo vegetativo del polen bicelular, nuestros resultados muestran una drástica 
disminución del marcado con anti-híbrido DNA:RNA, y anti-CstF, indicativo de una 
significativa disminución de la síntesis de RNA y de los procesos de maduración de 
MRNA en el núcleo vegetativo del polen bicelular maduro. Sin embargo, los niveles 
de RNA poliadenilado en el núcleo vegetativo no se ven muy afectados en esta fase. 
Según (Zienkiewicz et al. 2006) los transcritos poliadenilados del polen bicelular de la 
especie H.orientalis serán empleados como transcritos maduros de reserva 
almacenados en el citoplasma de la célula vegetativa para la síntesis de proteínas 
implicadas en, al menos, las primeras etapas del desarrollo del tubo polínico.  
Análisis de microarrays de Arabidopsis thaliana revelaron que el transcriptoma del 
polen maduro se caracteriza por mRNAs que codifican proteínas implicadas en el 
metabolismo de la pared celular, citoesqueleto, transducción de señal y ciclo celular 
(Becker et al. 2003, Honys and Twell 2003, Honys and Twell 2004, Pina et al. 2005). 
 
La disminución de la actividad transcripcional en ambas células del polen maduro, se 
ha observado en otras especies angiospermas (Mascarenhas 1975, Tupy et al. 1983, 
Bednarska 1984). Se ha propuesto que esta inhibición de la síntesis de RNA está 
positivamente relacionada con la condensación cromatínica (Bednarska and 
Gorskabrylass 1987). Zienkiewicz et al. (2008a) observaron que en la etapa final de 
maduración del grano de polen de H.orientalis, se produce una fuerte disminución de 
snRNAs marcados con TMG, proteínas Sm y SC35, después de la separación de la 
célula generativa del esporodermo, en relación con el silenciamiento transcripcional 
de esta etapa (Zienkiewicz et al. 2008a).  
Recientemente, (Honys and Twell 2004) utilizando tecnología de microarrays 
mostraron también una significativa disminución en el número mRNAs codificantes 
de proteínas durante las etapas finales del desarrollo del polen de Arabidopsis, en 
comparación con lo observado en el polen joven.  
Nuestros resultados mostraron además una disminución de RNasa A durante el 
desarrollo gametofítico del polen de Brassica napus asociada a la disminución de la 
actividad transcripcional que acompaña al proceso de maduración del grano de polen. 
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En las dos etapas del desarrollo estudiadas se detectaron partículas de oro con anti-
RNasa A en núcleo, localizándose principalmente en la periferia de las masas de 
cromatina condensada y en el citoplasma, con marcado abundante en la etapa de 
microspora vacuolada, apreciándose las partículas de oro dispersas en zonas ricas en 
ribosomas. Sin embargo, en la etapa de polen bicelular, se apreció una disminución 
en el marcado citoplásmico, mientras que el marcado en núcleo se mantuvo con 
respecto a la etapa anterior. En tabaco, las diferencias en los niveles de RNasa A 
durante la maduración del polen fueron mucho menores. Al igual que en la colza, se 
observaron partículas de oro en núcleo y citoplasma, siendo la presencia de estas más 
abundante en el citoplasma. 
 
En conjunto, nuestros resultados sugieren que la disminución de la síntesis de RNA y 
de su procesamiento conlleva a su vez una disminución de los niveles de RNasa A, 
posiblemente debido a que en esta situación de baja actividad transcripcional, la 
célula necesita degradar menores cantidades de RNA.  
 
Comparando estos datos con los resultados obtenidos sobre la metilación del DNA, 
parece que el incremento de los niveles de metilación registrados en este estudio 
durante la maduración del polen, podrían relacionarse con la disminución de la 
actividad transcripcional.  
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1 Se ha optimizado el sistema de cultivo in vitro de microsporas aisladas de Brassica 
napus para una mayor eficiencia de inducción a embriogénesis junto con el 
desarrollo de una metodología óptima para la germinación de embriones y su 
conversión a plantas adultas. 
2  Se ha desarrollado un nuevo sistema de cultivo in vitro de microsporas para la 
inducción eficiente de embriogénesis a 18ºC en Brassica napus, en el cual, las 
microsporas siguen dos tipos de rutas embriogénicas, sistema que bajo las mismas 
condiciones de inducción, permitirá el estudio comparativo de diferentes 
dinámicas celulares. 
3 Se han determinado los niveles de muerte celular durante las primeras etapas de 
cultivo de microsporas y se han analizado otras respuestas celulares al estrés 
inductor de embriogénesis. Algunas células que no responden al tratamiento de 
estrés inductor de embriogénesis siguen una ruta de muerte celular dependiente de 
actividad tipo caspasa 3, indicando la existencia de muerte celular programada. 
4 Se han establecido marcadores moleculares y celulares de los procesos de 
maduración y embriogénesis del polen comunes a dos especies diferentes: el olivo 
y la colza, como son: la organización estructural de los núcleos, la población 
ribosómica, la tabicación citoplásmica, la acumulación de almidón y la 
composición de pectinas y celulosa de la pared celular. 
5 Durante el desarrollo y embriogénesis del polen, la diferenciación celular conlleva 
la presencia mayoritaria de pectinas no esterificadas en la pared y altos niveles de 
expresión del gen de la pectinmetilesterasa (BnPME), mientras que la proliferación 
celular se asocia con una mayor proporción de pectinas altamente esterificadas y 
una expresión baja de BnPME. Embriones cotiledonares cigóticos y derivados de 
microsporas presentan una distribución de transcritos de BnPME similar. 
6 La proteína de fusión PME-GFP se localiza en las paredes celulares diferenciadas 
de las células del mesófilo y de las células epidérmicas de hojas de Nicotiana 
tabacum, indicando que la proteína después de ser transcrita y procesada es dirigida 
a la pared donde presumiblemente realiza su actividad enzimática sobre las 
pectinas in muro. 
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7 Los niveles de metilación global del DNA y la expresión del gen de la DNA 
metiltransferasa (BnMET1) están regulados durante el desarrollo gametofítico y 
embriogénico del polen, en relación a los cambios en la estructura de la cromatina 
que tienen lugar con los procesos de diferenciación y proliferación, de tal manera 
que el polen maduro y las células diferenciadas del embrión presentan mayores 
niveles de 5mdC y mayor expresión de BnMET1 que la microspora inmadura y las 
células del embrión en etapas de alta proliferación. Los patrones de distribución 
de la metilación del DNA y de la expresión de BnMETI son similares en 
embriones derivados de microsporas y embriones cigóticos. 
8 Las células del tapetum de Brassica napus y Nicotiana tabacum sufren un proceso de 
MCP durante su desarrollo a través de una ruta dependiente de proteínas tipo 
caspasa 3, caracterizada por contracción citoplásmica, condensación cromatínica y 
degradación del DNA, características propias de los procesos de apoptosis de 
células animales. 
9 Durante el desarrollo y MCP del tapetum, se produce un incremento de los 
niveles de metilación global del DNA y un cambio en el patrón de distribución de 
5mdC, desde pequeños “spots” en etapas metabólicamente activas hasta su 
concentración en grandes masas de cromatina muy condensada en MCP 
avanzada. La DNA metilansferasa 1 (NtMET1) aumenta su expresión durante el 
desarrollo y MCP del tapetum.  
10 Se han identificado estructuras similares a los HERDS (Heterogeneous ectopic 
ribonucleoprotein derived structures), descritos en células animales apoptóticas y 
marcadores de parada transcripcional, en el tapetum en MCP avanzada de dos 
especies diferentes, Brassica napus y Nicotiana tabacum. 
11 Los patrones de distribución ultraestructural de marcadores de síntesis, 
procesamiento y degradación de RNA indican una disminución de la actividad 
transcripcional y un aumento de la degradación de RNAs durante la MCP del 
tapetum. La diferenciación del polen in vivo va acompañada de un descenso en los 
marcadores de actividad transcripcional y de degradación de RNA. 
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